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Notre travail de recherche est centré sur la synthèse de molécules pouvant prévenir
et/ou bloquer les effets délétères du stress oxydant. Le stress oxydant trouve sa source au
déséquilibre entre systèmes pro-oxydants et antioxydants, au profit des premiers. Il est
impliqué dans de nombreuses pathologies, comme cause ou conséquence de celles-ci. Ainsi,
le stress oxydant intervient dans des processus chroniques tels que l’athérosclérose ou le
diabète. Les travaux de recherche présentés dans ce manuscrit se focalisent sur la synthèse
d’une nouvelle classe d'agents antiathérogènes sur leurs propriétés physicochimiques en
relation avec leurs propriétés biologiques duales antioxydantes et cytoprotectrices.
La première partie de ce manuscrit porte sur une mise au point bibliographique du
stress oxydant en relation avec l’athérosclérose. Après avoir rappelé quelques généralités sur
une des causes identifiées de cette pathologie, les radicaux libres, nous détaillerons plus
précisément l’athérosclérose. Enfin, nous nous intéresserons aux systèmes de défenses
antioxydantes, endogènes et exogènes. L’accent sera alors mis sur les antioxydants
phénoliques notamment les hydrazones.
La deuxième partie de ce travail est consacrée à la synthèse d’antioxydants
phénoliques par voie chimique. En se basant sur les résultats biologiques de composés
phosphonocinnamiques déjà obtenus au laboratoire, nous avons conçu et synthétisé un
ensemble de monohydrazones et des bishydrazones symétriques et disymétriques possédant
une fonction vinyl-phosphonate et hydrazone.
La troisième partie est consacrée à la valorisation de ces dérivés phénoliques. Dans un
premier temps, les effets antioxydant et cytoprotecteur ont été mesurés au sein du groupe du
Dr A. Salvayre (INSERM I2MR 858, IFR 31 CHU Rangueil) sur toutes les molécules
synthétisées. Les composés les plus efficaces ont ensuite subi des tests complémentaires,
notamment des tests prouvant que pour la première fois, nous avons synthétisé des molécules
possédant à la fois une activité antioxydante et un effet piégeur de carbonyle.
La dernière partie vise à comprendre l’action de ces composés à travers trois activités
potentielles en liaison avec leurs propriétés antiathérogènes, des tests physicochimiques sont
basés sont sur :
*la capacité des composés synthétisés à piéger des radicaux, deux types de radicaux





*Les propriétés complexantes de ces composés vis-à-vis de Cu(II) qui peut intervenir
dans les processus biochimiques de stress oxydant sont également abordés.
*L’action inhibitrice du composé le plus actif vis-à-vis de la production in vitro de
l’anion superoxyde a également été mesurée grâce à des tests biochimiques.
Enfin nous conclurons sur les potentialités de cette nouvelle famille de composés
antioxydants.
Chapitre I
Radicaux libres, Athérosclérose et
antioxydants
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1. Radicaux libres et espèces réactives de l’oxygène (ROS) en
biologie :
1.1. Définition
Les espèces réactives de l’oxygène sont une famille d’entités chimiques regroupant les
dérivés non radicalaires (ne possédant pas d’électron célibataire) dont la toxicité est
importante [anion peroxyde (O22-), peroxyde d’hydrogène (H2O2), peroxynitrite (ONOO-)] et
les radicaux libres oxygénés (espèces chimiques possédant un électron célibataire - non
apparié) qui intéresse notre propos [anion superoxyde (O2●-), radical hydroxyle (HO●),
monoxyde d’azote (NO●) …].1
On peut distinguer les radicaux primaires, qui ont un rôle physiologique particulier et
les radicaux secondaires, issus de la réaction des radicaux primaires avec des entités
biochimiques cellulaires (lipides, protéines, glucides…).2’3
1.2. Nature de la réactivité des ROS
A l'état fondamental le dioxygène est un biradical avec deux électrons célibataires à
spins parallèles placés dans des orbitales antiliantes, ●O=O●. L'oxygène moléculaire est
relativement peu réactif car il réagit seulement avec les molécules ayant comme lui un ou
deux électrons célibataires à spins parallèles.
1 Novelli, G.P., J. Physiol. Pharmacol., 1997, 48, 517-527.
2 Favier, A., Le stress oxydant. Intérêt conceptuel et expérimental dans la compréhension des mécanismes des
maladies et potentiel thérapeutique., 2003, 108-115
3 Gardès-Albert, M., Abedinzadeh, Z., Jore, D., L'actualité chimique., 2003, 269-270.


















Figure 1- Répartition des électrons dans les orbitales liantes (L) et antiliantes (AL) de la
molécule d'oxygène, de l'anion superoxyde et du peroxyde.
L'anion superoxyde, O2●-, est un monoanion radical avec un électron célibataire. Il est
plus instable et plus réactif que la molécule d'oxygène car il possède trois électrons sur des
orbitales antiliantes du fait que l’électron supplémentaire se place dans une orbitale antiliante.
L’anion peroxyde, O22- n’est pas un radical. Cependant il est très instable du fait de
l’existence d’un quatrième électron dans une orbitale antiliante. Dans l’eau, l’anion peroxyde
O22- se transforme en peroxyde d’hydrogène ou eau oxygénée, H2O2 ou HOOH, par
acceptation de deux protons. L’eau oxygénée joue un rôle très important dans les réactions
radicalaires car elle peut donner des radicaux HO●.
1.3. Les différents dérivés réactifs de l’oxygène dans le milieu vivant
1.3.1. Dérivés primaires de l’oxygène
* Les dérivés primaires non radicalaires
Ils ne possèdent pas d’électrons non appariés mais sont des précurseurs des radicaux
libres et sont aussi réactifs que ceux-ci.
Le peroxyde d’hydrogène H2O2.
Ce n’est pas un radical libre à proprement parler mais une molécule car tous ses
électrons périphériques sont appariés. Cependant, il peut générer des radicaux hydroxyle HO●
en présence de cations métalliques tels que Fe2+ (réaction de Fenton), ou de Cu+.
H2O2 + Fe2+(Cu1+) → HO● + OH- + Fe3+(Cu2+) (Réaction de Fenton)
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Il se forme par dismutation de l’anion superoxyde O2•- sous l’action d’une enzyme : la
superoxyde dismutase (SOD).
2O2●- + 2H+ → H2O2 + O2
SOD
Le peroxyde d’hydrogène, bien que moins réactif que certains autres ROS, n’en est
pas moins un agent de signalisation efficace de par son effet prolongé, au radical hydroxyle à
l’effet éphémère et à la demi-vie courte. De plus, en réagissant avec l’anion superoxyde, il
fournit l’hydroxyle (réaction de Haber-Weiss)
Fe3+ + O2●-      →    Fe2+ + O2
Fe2+ + H2O2   →    Fe3+ + OH- + •OH
H2O2 + O2●-→   HO● + OH- + O2
L’acide hypochloreux HOCl.
Essentiellement produit par les myeloperoxydases (MPO) leucocytaires à partir de
peroxyde d’hydrogène et d’ion chlorure :
H2O2+ H+ + Cl- → H2O + HOCl
Schéma 1- Mécanisme de la formation de HOCl.
L’oxygène singulet 1O2
C’est une molécule mise en état d’excitation par activation photochimique de
l’oxygène :
O2 → 1O2
                                                             hυ
1O2 est très instable. Il peut apparaître durant les cycles de peroxydation lipidique,
amplifiant ainsi les processus d'autoxydation. Il se forme probablement au cours de l'attaque
de l'eau oxygénée par la myéloperoxydase qui est une enzyme hémique présente en
concentrations importantes (± 5 % en poids) dans les granules primaires des cellules
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polymorphonucléaires neutrophiles, durant la phagocytose. (par réaction du peroxyde
d'hydrogène avec l'acide hypochloreux HOCl) :
H2O2 + HOCl → H2O + H+ + Cl- + 1O2
Le peroxynitrite ONOO-
En présence de dioxygène, NO● donne des oxydes d’azote (ONOO●, N2O3) qui sont
généralement des agents nitrosants conduisant à la formation de nitrites et de nitrosothiols
dans les milieux biologiques.
Par contre en présence de l’anion superoxide (O2●-), le couplage avec NO● (Schéma 2)
produit l’anion oxoperoxonitrate appelé couramment peroxynitrite (ONOO-).
Schéma 2 - Espèces réactives de l’azote dérivées de NO●.
* Les radicaux libres oxygénés
Ils possèdent un électron libre non apparié et sont extrêmement réactifs.
Le radical hydroxyle HO● (le plus réactif des radicaux libres oxygénés).
Le radical hydroxyle est particulièrement délétère vis-à-vis des matériaux biologiques.
Il peut se former par réaction du peroxyde d’hydrogène avec un ion ferreux (réaction de
Fenton) (P8) ou par réaction du peroxyde d’hydrogène avec l’anion superoxyde (réaction de
Haber-Weiss) (P9) ou sous l’effet de radiations ionisantes (rayons X ou gamma).
De par sa demi-vie courte environ une nanoseconde), et à la faible distance qu’il peut
parcourir (moins de dix nanomètres), il diffuse peu et agit directement sur le site de
production.
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L’anion superoxyde O2●-
Il peut se former par réaction de l’oxygène avec un électron (généralement cet électron
provient d’une fuite au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale, plus précisément
l’accepteur terminal : le cytochrome oxydase du complexe IV de la chaîne de transport
électronique de la membrane interne mitochondriale).4 Ainsi l’oxygène n’est réduit que
partiellement : 2% de l’oxygène subit une réduction mono électronique au niveau de
l’ubiquinone.5 L'efficacité de l'activité antioxydante de l'ubiquinone (Q) dépendrait du sort de
la semiquinone (SQH) qui peut exercer une activité contraire (c'est-à-dire pro-oxydante) via la
formation d’anion superoxyde. (Schéma 3)
Schéma 3 - Réduction de l’ubiquinone, E°(Q/QH2) = - 0,09 V.
La NADPH oxydase se trouve dans la membrane plasmique ainsi que dans la
membrane du phagosome et elle est également une source importante d’anion superoxyde.
NADPH + 2O2     →      NADP+ + H+ + 2O2●-
NADPH oxydase
Le radical superoxyde est moins réactif que le radical hydroxyle, mais sa durée de vie
est plus longue et il peut diffuser loin de son lieu de production. Ce radical a peu de cibles
privilégiées (les superoxyde dismutases, le cytochrome C, l’ascorbate), il réagit avec le
peroxyde d’hydrogène pour fournir le radical hydroxyle en présence de Fe (III).
4 Han, D., Williams, E., Cadenas, E., Biochem. J., 2001, 353, 411-416.
5 Cadenas, E., Davies, J.A., Free. Radical. Biol. Med., 2000, 29, 222-230.
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Le radical hydroperoxyle HO2● 
C’est la forme protonée de l’anion superoxyde.6 L’anion superoxyde est en équilibre
constant avec le radical perhydroxyle (HO2●) qui est beaucoup plus oxydant que lui
[pKa(HO2●/O2●-) = 4,8]. L’anion superoxyde peut être alors transformé soit spontanément,
soit par la superoxyde dismutase en peroxyde d’hydrogène (H2O2).
Le monoxyde d’azote ou oxyde nitrique NO●
C’est un agent vasodilatateur7,8. Il est synthétisé par les nitroso synthases (NOS) selon
la réaction:
L- Arginine + O2  →  L-Citrulline + NO●
NOS
Le peroxynitrite est cytotoxique et oxydant pour les résidus méthionine, les thiols et
les thioéthers.
1.3.2. Dérivés secondaires de l’oxygène
Ces radicaux se forment par réaction des radicaux primaires ci-dessus avec certains
composés biochimiques de la cellule.
Le radical peroxyle RO2● 
C’est un radical très réactif avec la plupart des molécules, il est impliqué notamment
dans la propagation de l’oxydation des acides gras polyinsaturés des membranes cellulaires.
1.4. Les principales sources d’espèces réactives de l’oxygène
1.4.1. Sources exogènes d’espèces réactives de l'oxygène
Elles sont surtout d’origine physique et chimique (ex. radiations X ou gamma, UV (315-
400 nm), radiolyse de l’eau, réactions photochimiques ...).
6 Hool. L.C., Clin. Exp. Pharmacol. Physiol., 2006, 33, 146-151.
7 Moncada, S., Higgs, A., N. Engl. J. Med., 1993, 329, 2002-2012.
8 Cosentino, F. LTF, Les mécanismes moléculaires de la dysfonction endothéliale dans le diabète, Journées de
Diabétologie, 2002.
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1.4.2. Sources endogènes de ROS
De nombreux systèmes enzymatiques identifiés dans les cellules sont également
capables de générer des oxydants :9
- Les NAD(P)H oxydases sont des enzymes présentes dans la paroi vasculaire et qui
génèrent O2●- en utilisant NADH ou NADPH comme substrat.
- La xanthine-oxydase joue un rôle important dans la production des ROS
(particulièrement O2●
- et H2O2), lors de l’ischémie/reperfusion.
- Lors du métabolisme de l’acide arachidonique, ce dernier peut être oxydé soit par les
cyclooxygenases, soit par les lipooxygenases (métallo-enzymes à fer), pour former entre autre
des hydroperoxydes qui sont des précurseurs de leucotriènes, puissants médiateurs de
l’inflammation.
De plus, dans l’organisme, l’oxygène est réduit à 95 % dans les mitochondries
(“centrale énergétique de la cellule”) par voie enzymatique en molécule non toxique comme
H2O. Cependant, il peut subir une réduction monoélectronique et former une espèce beaucoup
plus réactive comme l’anion superoxyde O2●-. Cet anion n’est pas le radical le plus délétère,
cependant il peut donner naissance comme indiqué précédemment à des espèces beaucoup
plus réactives comme le radical hydroxyle HO●.
Ces ROS mitochondriales pourraient intervenir dans l’oxydation des LDL.10
1.5. Quelles sont les cibles des ROS ?11
La présence d’espèces activées de l’oxygène a des conséquences potentiellement
graves pour la cellule.12
Les organismes vivants possèdent des systèmes de défense ; ainsi à l’état
physiologique il existe un équilibre "naturel" entre la production des radicaux libres et les
systèmes antioxydants. Sous certaines conditions, il apparaît un déséquilibre provoqué soit
par une production exagérée de radicaux libres soit par une diminution des défenses
antioxydantes sous l’effet de certains stimuli pathologiques endogènes (hyper-LDLémie,
hypertension, diabète…) ou exogènes (polluants environnementaux, tabagisme…). On parle
9 Salvayre, R., Auge, N., Nègre-Salvayre, A., Rôle de l'oxydation dans la genèse et la progression de
l'athérosclérose. L'athérosclérose : Physiopathologie, Diagnostics, Thérapeutiques., J.F., Toussaint, M.P., Jacob,
L., Lagrost, J., Chapman, Eds. Masson: Paris, 2003, 14, 269-290.
10 Mabile, L., Meilhac, O., Escargueil-Blanc, I., Troly, M., Pieraggi, M.T., Salvayre, R.,Nègre-Salvayre, A.,
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 1997, 17, 1575-1582.
11 Baudin, B., MT. Cardio., 2006, 2, 43-52.
12 Costa, V., Moradas-Ferreira, P., Mol. Aspects. Med., 2001, 22, 217-246.
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alors de stress oxydant à l’origine bien souvent d’altérations moléculaires participant à de
nombreux processus pathologiques comme l’athérosclérose, l’inflammation, la
dégénérescence neuronale … Cependant, il est difficile d’évaluer le rôle précis de ces ROS au
cours des différents stades du processus pathologique.
Les ROS ont longtemps été considérées comme des agents cytotoxiques en raison des
dommages oxydatifs qu’elles causent à la cellule. Cependant, il est important de noter le rôle
de second messager que les radicaux superoxydes peuvent jouer au niveau des mécanismes de
signalisation cellulaire. Ils sont ainsi impliqués dans les phénomènes d’apoptose, dans la
prolifération des cellules musculaires lisses (cellules vasculaires), dans l’adhésion des
monocytes aux cellules endothéliales, ou bien encore dans l’agrégation plaquettaire.13
Figure 2 - Rôle des ROS dans les cellules.
Nous nous intéresserons dans le cadre de cette étude à l’oxydation des lipoprotéines,
impliquée dans l’athérogénèse.
L’oxydation des lipides concerne aussi bien les acides gras non estérifiés qu’estérifiés
(triacylglycérols, phospholipides et esters de cholestérol), ou encore le cholestérol libre. Pour
les dérivés d’acides gras, le mécanisme d’attaque oxydante est la peroxydation lipidique ; elle
concerne essentiellement les acides gras polyinsaturés (AGPI) tels que les acides linoléiques,
linolénique et arachidonique.
13 Gardès-Albert, M., Bonnefont-Rousselot, D., Abedinzadeh, Z., Jore, D., L’actualité Chimique, 2003, 91-96.
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Schéma 4 - Peroxydation des (AGPI).14,15
La première étape, dite d’initiation consiste en l’arrachement par le radical libre d’un
atome d’hydrogène d’un groupement méthylène (-CH2-) surtout s’il est adjacent à deux
double liaisons.16,17 Le radical formé est stabilisé par résonance. La phase de propagation
débute lorsqu’une molécule d’O2 attaque le radical acide gras (AGPI●) pour former un radical
peroxyle (AGPI-OO●) qui peut arracher un H● à un autre donneur RH et créer un nouveau
radical, qui s’oxydera et ainsi de suite. La phase de terminaison consiste en la recombinaison
de deux radicaux pour former des composés plus ou moins stables (Schéma 4).
14 Vindis, C., Etude de l'effet prolifératif du peroxyde d'hydrogène produit par les monoamine oxydase rénales.
Université Paul Sabatier, Toulouse, 2000.
15 Lagarde, M., Lafont, H., Impacts des facteurs nutritionnels et environnementaux l'athérosclérose.
L'athérosclérose : Physiopathologie, Diagnostics, Thérapeutiques., Toussaint, J.F., Jacob, M.P., Lagrost, L.,
Chapman, J., Eds. Masson: Paris, 2003, 30, 537-546.
16 Porter, N.A., Caldwell, S.E., Mills, K.A., Lipids., 1995, 30, 277-290.
17 Girotti, A.W., J. Lipid. Res., 1998, 39, 1529-1542.
Chapitre I Radicaux libres, Athérosclérose et Antioxydants
16
Du fait de leur instabilité, les peroxyles (AGPI-OO●) issus des AGPI se décomposent
et libèrent de nombreux produits tels que des aldéhydes (malonate-dialdéhyde, 4-
hydroxynonénal ...).
Dans les protéines, des réactions d’oxydation des chaînes latérales des acides aminés
sont possibles (sensibilité au radical hydroxyle HO●). S’y ajoutent des attaques spécifiques
comme la lipo-oxydation par les produits de la peroxydation lipidique. C’est le cas avec le
malonaldéhyde (ou MDA) et le 4-hydroxynonénal (ou 4-HNE) qui réagissent facilement avec
les groupements SH et NH2 libres des protéines membranaires (par formation de base de
Schiff) :
On voit bien l’importance de ces modifications chimiques des protéines qui peuvent
toucher leurs fonctions en particulier s’il s’agit de résidus. Ces protéines modifiées vont être
reconnues plus ou moins rapidement par le système intracellulaire d’ubiquitination (processus
de régulation/dégradation qui intervient à tous les niveaux de la vie cellulaire) pour les
éliminer dans le protéasome.
Ainsi, la peroxydation lipidique revêt une importance toute particulière dans la
physiopathologie de l’athérosclérose et le rôle des ROS apparaît comme majeur, validant la
“théorie oxydative de l’athérosclérose” proposée il y a une vingtaine d’années par Steinberg.18
18 Steinberg, D., Parthasarathy, S., Carew, T.E., Khoo, J. C.,Witztum, J.L., N. Engl. J. Med., 1989, 320 , 915-
924.
Chapitre I Radicaux libres, Athérosclérose et Antioxydants
17
2. L’athérosclérose
Les maladies cardio-vasculaires (MCV) correspondent à la première cause de
mortalité et de morbidité dans les pays industrialisés. Il a été clairement démontré que la
peroxydation des lipoprotéines, essentiellement les lipoprotéines de faible densité (LDL),
constitue une étape critique d’un processus très complexe aboutissant à l’athérosclérose.
L’organisation mondiale de la santé (OMS) décrivait l’athérosclérose en 1958 comme
« une association variable de remaniement de la couche interne des artères de gros et moyen
calibre. Elle consiste en une accumulation focale de graisses (les lipides), de glucides
complexes (les sucres), de sang et de produits sanguins, de tissu fibreux et de dépôts calcaires.
Le tout est accompagné de modification de la structure interne de l’artère. »
Le mot athérosclérose a été proposé en 1904 par Félix Marchand à partir des mots de
racine grecque « athéré » qui signifie bouillie et « skléros » qui signifie dur.
L’artériosclérose a globalement la même signification mais concerne uniquement les
artères de petit calibre et ne contient pas de graisse. Elle est principalement due au
vieillissement.
L’athérosclérose est donc responsable de la formation de plaques qui se développent à
l’intérieur de l’artère et vont augmenter de volume. A un stade évolué, ces plaques peuvent
boucher l’artère. Très souvent, des phénomènes inflammatoires et sanguins précipitent les
évènements car la plaque d’athérome peut rapidement générer la formation de caillots de sang
qui vont obturer l’artère.
Figure 3 - Plaque d'athérome dans l'artère.
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Avant de rentrer dans les détails de formation de la plaque athéroscléreuse, des généralités
concernant la paroi vasculaire et les lipoprotéines seront données.
2.1. Généralités
2.1.1. La paroi vasculaire19
Les artères sont les vaisseaux sanguins transportant le sang du cœur aux autres
organes. Comme tous les vaisseaux de la microcirculation, la paroi artérielle est organisée en
trois tuniques concentriques avec, de l'intérieur vers l'extérieur (Figure 4) :
-l'intima ou tunique interne, en contact direct avec le sang.
-la média ou tunique moyenne, responsable de l'essentiel de l'épaisseur de la paroi
artérielle à l'état normal.
-l'adventice ou tunique externe.
Figure 4 - Structure de la paroi artérielle.
A. L'intima
A l'état normal, cette tunique est fine, lisse et constituée par une mono couche continue
de cellules endothéliales reposant sur leur membrane basale et plus en profondeur sur la
couche sous-endothéliale constituée de macromolécules de la matrice extracellulaire.
La couche sous-endothéliale est fine et ne comprend pas d'autres types cellulaires.
Au cours du vieillissement, il s'épaissit par l'accumulation de matrice extracellulaire et
par la colonisation sous-endothéliale de cellules musculaires lisses provenant de la média.
19Bruneval, P., Structure de la paroi artérielle normale : notions pratiques. L'athérosclérose : Physiopathologie,
Diagnostics, Thérapeutiques., J.F., Toussaint, M.P., Jacob, L., Lagrost, J., Chapman, Eds. Masson: Paris, 2003,
1, 5-11.
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La couche sous-endothéliale est le site préférentiel de développement des lésions
d'athérosclérose et sert de zone de stockage des lipoprotéines et des monocytes macrophages
provenant du sang.
B. La média
La média est la tunique la plus épaisse à l'état normal. Elle est constituée d'un seul type
cellulaire: la cellule musculaire lisse, entourée de macromolécules issues de la matrice
extracellulaire comme le collagène et l'élastine.
C. L'adventice
Elle est de nature fibreuse (donc plus résistante que les deux autres), plus rigide et
contient des vaisseaux qui vont permettre l'apport des nutriments et de l'oxygène aux grosses
artères : les vasa vasorum.
2.1.2. Les lipoprotéines et le cholestérol
Les lipoprotéines sont des macromolécules sphériques de taille et composition
variables. Leur structure générale est identique. Elles sont formées d’un corps lipidique
hydrophobe contenant essentiellement des triglycérides et des esters de cholestérol, enrobés
d’une monocouche de lipides polaires constituée de phospholipides et de cholestérol libre.
Des protéines spécifiques, nommées apolipoprotéines (apo), à la surface des lipoprotéines
assurent la stabilité de la macromolécule et en contrôlent le devenir métabolique. Les
lipoprotéines se groupent en plusieurs classes selon leur origine, composition chimique et
propriétés physiques.
Elles ont une double fonction de structure et de régulation métabolique : elles assurent
la cohésion du complexe lipidique et sa solubilisation ; elles agissent comme cofacteur et/ou
activateur de nombreuses enzymes plasmatiques et elles servent de ligands pour les
interactions avec les protéoglycanes endothéliaux.
Avant de donner la liste des différentes lipoprotéines, nous détaillerons leur méta-
bolisme et donnerons quelques généralités sur le cholestérol.
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A. Le cholestérol
Le cholestérol (Figure 5) est indispensable à la vie. Il entre dans la composition des
membranes cellulaires et est nécessaire à la synthèse des hormones stéroïdes. Il a deux
origines : l'une exogène, alimentaire, pour environ 0,5 g/jour et l'autre endogène, par
synthèse, pour environ 1 g/jour.
La synthèse endogène du cholestérol s'effectue à partir de l'acétyl-CoA. Elle est
régulée par l'hydroxy-méthyl-glutaryl-Coenzyme-A réductase qui transforme l'hydroxy-
méthyl-glutaryl-Coenzyme-A (HMG-CoA) en acide mévalonique. L'activité de la HMG-CoA
réductase augmente lorsque l'apport alimentaire de cholestérol diminue et diminue dans le cas
inverse. Elle est beaucoup plus importante la nuit que le jour.
Figure 5 - Biosynthèse du cholestérol.
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La lécithine cholestérol acyltransférase LCAT, enzyme synthétisée par le foie et
véhiculée dans le plasma par les lipoprotéines, estérifie le cholestérol des HDL par un acide
gras provenant de la lécithine ou de la phosphatidylcholine.
Le cholestérol est transformé au niveau hépatique en acides biliaires qui s'éliminent
par la bile mais peuvent ensuite être réabsorbés (cycle entéro-hépatique). L'enzyme qui régule
cette transformation est une hydroxylase.
B. Les différents types de lipoprotéines
a) Les chylomicrons  (0,1 à 1 μm de diamètre ; < 0,95 g.cm-3) sont formés
essentiellement de triglycérides d'origine alimentaire. Ils contiennent très peu
d'apoprotéines. Leur demi-vie plasmatique est courte, de l'ordre de 6 minutes.
b) Les VLDL ou Lipoprotéines plus légères (30 à 70 nm de diamètre ; 0,95 à 1,00 g.cm-
3) sont formées de 90% de lipides, essentiellement de triglycérides, les apoprotéines
étant essentiellement de type E, C et B100. Leur demi-vie plasmatique est de l'ordre de
6 heures. Leur rôle est de transporter les triglycérides du foie vers les tissus où, au
contact de la lipoprotéine lipase des capillaires, ils libèrent leurs acides gras qui sont
utilisés.
c) Les LDL ou Lipoprotéines de faible densité (15 à 25 nm de diamètre ; 1,02 à 1,06
g.cm-3) sont formées de 75% de lipides; leur principal constituant est le cholestérol.
L'apoprotéine essentielle est de type B100.
Figure 6 - Structure d'une LDL.
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Leur demi-vie plasmatique est de l'ordre de 4 jours. Elles alimentent les tissus en
lipides, ce qui explique que leur élévation puisse entraîner des surcharges lipidiques. Les LDL
oxydées sont particulièrement athérogènes.
d) Les HDL sont formées d'environ 50% de lipides, les apoprotéines étant de type A1
et A2. Leur demi-vie plasmatique est d'environ 6 jours. Ces lipoprotéines débarrassent
les tissus extra-hépatiques, en particuliers les artères, des surcharges lipidiques, d'où
leur rôle protecteur.
2.2. La formation de la plaque athéroscléreuse
Lors de l'athérogénèse, on assiste à une lésion anatomique touchant les artères. A
l’origine, les lipoprotéines, en particulier les LDL, peuvent demeurer prisonnières de
protéoglycanes sécrétés par les cellules endothéliales au niveau de l’intima des artères
(schéma 5).
Schéma 5 - Formation d’une plaque d’athérosclérose.
Les cellules endothéliales produisent des radicaux libres qui peuvent venir attaquer
l’apo B des lipoprotéines prisonnières de l’intima ou les lipoprotéines qui ne font que
traverser la paroi artérielle. La molécule d’apo B ainsi modifiée sera reconnue par le système
Chapitre I Radicaux libres, Athérosclérose et Antioxydants
23
immunitaire comme étant une substance étrangère et les macrophages recrutés au niveau de la
lésion pourront alors les internaliser via les récepteurs spécifiques ou le récepteur des LDL
oxydées.
Les macrophages accumulent alors massivement du cholestérol et sont ainsi convertis
en cellules spumeuses riches en cholestérol.20
Cette oxydation crée une inflammation au niveau de l’endothélium, déclenchant ainsi
le recrutement et l’infiltration de monocyte circulant dans l’intima et conduisant à la
constitution de stries graisseuses, dites stries lipidiques, à la surface luminale.
Les stries lipidiques apparaissent au cours de cette étape. Les macrophages présents
sur le site de la lésion, avec le concours des cellules endothéliales, produisent des cytokines et
des molécules qui entretiennent l’état inflammatoire au niveau de la lésion. Une fois que la
réaction inflammatoire est amorcée, elle a tendance à s’amplifier d’elle-même.
Une plaque mature d’athérosclérose est composée de deux éléments : un cœur
lipidique et une matrice. Le cœur lipidique est composé de cellules spumeuses, de résidus de
cellules spumeuses et de lipides. La matrice est formée de cellules musculaires lisses qui
migrent de la média vers l’intima; elles prolifèrent et modifient leur phénotype afin de former
une capsule fibreuse sur le cœur lipidique.
La stabilité de la plaque est dictée par le volume et la consistance du cœur lipidique,
par l’épaisseur de la matrice fibreuse et par le degré de la réponse inflammatoire. Une rupture
de la plaque entraîne la formation d’un thrombus dont le but premier est de colmater la
blessure, mais qui est susceptible d’obstruer par le fait même la lumière de l’artère et de
provoquer un syndrome ischémique. De plus cette plaque d’athérome est longtemps fragile en
surface, des fragments peuvent s’en détacher et, ainsi libérés, aller obstruer des artères plus
petites dans le cerveau (hémiplégie), le cœur (infarctus) ou les poumons (embolie
pulmonaire).
20 Léoni, J., Physiopathologie de l'athérosclérose. Mécanisme et prévention de l'athérothrombose. Université de
Franche-Comté. Besançon., 2001.
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2.3. Les traitements actuels
2.3.1. Les résines échangeuses d’ions
La seule résine commercialisée en France est la cholestyramine (Questran®). C'est
une résine échangeuse d'anions qui abaisse indirectement le cholestérol sanguin par
adsorption.
Schéma 6 - Cholestyramine (Questran®).
Les acides biliaires sont sécrétés dans la bile en provenance du foie et de la
vésicule biliaire vers les intestins. Ils émulsifient les graisses et les lipides présents dans
l'alimentation pour en faciliter l'absorption. Le précurseur principal des acides biliaires
est le cholestérol dont une grande partie est récupérée lorsque les acides biliaires sont
réabsorbés des intestins et retournés au foie via la circulation.
La cholestyramine administrée par voie orale diminue la concentration sanguine
de cholestérol total et du LDL-Cholestérol. Cet effet est dose-dépendant avec une baisse
du LDL-Cholestérol de l’ordre de 10 à 20 % pour des doses de 4 à 8 g par jour.21 La
cholestyramine augmente légèrement la concentration des triglycérides, surtout aux plus
fortes doses.
2.3.2. Les fibrates
Les fibrates sont des hypolipémiants anciens dont le mécanisme d'action est de
découverte récente. Les fibrates diminuent la synthèse hépatique des lipoprotéines VLDL qui
assurent le transport des triglycérides dans le plasma et augmentent leur catabolisme. Par ce
mécanisme, les fibrates augmentent la lipolyse, diminuent les triglycérides et induisent aussi
une augmentation du HDL-Cholestérol.
Ces molécules permettent d’obtenir une baisse du cholestérol total et du LDL-
Cholestérol, de 10 à 30%. Ils augmentent la concentration de HDL-Cholestérol de 10 à 15%
et sont efficaces sur la baisse de la concentration des triglycérides, de l’ordre de 40 à 50%.
21 Knopp, R.H., N. Engl. J. Med., 1999, 341, 498-511.
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Schéma 7 - Structures de quelques fibrates commerciaux.
Le chlorofibrate (Schéma 7), chef de file des fibrates, est commercialisé en France
depuis 1965 mais a une faible activité thérapeutique (diminution du cholestérol total de 5 à 15
%). Le fénofibrate (commercialisé en France en 1974) a véritablement révolutionné le
traitement de l'hypercholestérolémie, puisque ce médicament permet en moyenne de diminuer
le cholestérol total d'environ 20 % chez les hypercholestérolémiques. Les autres fibrates
commercialisés par la suite en France, comme le gemfibrozil ont une efficacité comparable ou
légèrement inférieure.











Bézafibrate 12 5161 +11.0% 13 5177 -30.7%
Ciprofibrate 2 91 +10.0% 2 91 -45.0%
Fénofibrate 15 1457 +10.2% 15 1457 -40.1%
Gemfibrozil 17 7461 +10.7% 16 7441 -47.9%
Tableau 1 - Effet des fibrates sur les taux de triglycérides et de HDL-C (à partir de 53
essais avec groupes contrôle).
22 Birjmohun, R.S., Hutten, B.A., Kastelein, J.P., Stroes, E.S.G., J. Am. Coll. Cardiol., 2005, 45, 185-197.
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2.3.3. Les inhibiteurs de l’HMG CoA reductase (ou statines)
Les statines, principale classe des hypolipémiants agissent avant tout en diminuant le
LDL par inhibition compétitive de l'HMG CoA réductase, une étape préliminaire et
déterminante dans la biosynthèse du cholestérol (figure 5) en diminuant ainsi la biosynthèse
intracellulaire de cholestérol.
Cette inhibition compétitive de l'HMG-CoA réductase provoque une diminution de la
concentration du cholestérol libre intracellulaire. Le mécanisme de l'activation des gènes
impliqués lors d'un traitement par statine est décrit par ailleurs et l'effet principal est une
augmentation de la transcription du gène du LDL récepteur.23 L'augmentation du nombre de
récepteurs de LDL va ainsi induire une captation plus importante des LDL plasmatiques, donc
une diminution de leur concentration.
Ces inhibiteurs, désignés sous le nom de statines, ont été découverts au Japon vers
1975 dans des cultures de pénicillium. La découverte de la mévastatine (Schéma 8)
commercialisé sous le nom de Lovastatin (Mevacor®) comme premier inhibiteur efficace a été
suivie d'un développement spectaculaire de cette nouvelle classe thérapeutique et plusieurs
statines sont actuellement disponibles : la lovastatine (non commercialisée en France),
cerivastatine (Arrêt de commercialisation en Août 2001 : pour une responsabilité dans 30
décès), la simvastatine, la pravastatine, la fluvastatine, l'atorvastatine, et la rosuvastatine
(Crestor®) statine d'AstraZeneca sont les statines commercialisées en France.
23 Luc, G., Therapie, 2000, 55, 661-668.















































Schéma 8 - Classification et structures chimiques de quelques statines commerciales.
Les statines peuvent être très efficacement associées à la cholestyramine, la baisse du
cholestérol peut atteindre alors 40 à 50 %. De plus, l’association entre une statine à dose
usuelle et un fibrate permet d’obtenir des réductions du LDL-Cholestérol au-delà de 40% et
des Triglycéride (TG) jusqu’à 50%, et une augmentation du HDL-Cholestérol de plus de
20%.24 Toutefois, peu d’études ont évalué de façon précise l’effet additionnel d’un fibrate
chez des patients avec hyperlipidémie mixte traitée par statine. L’étude la plus importante25 a
montré que l’addition de fénofibrate 160 mg à la simvastatine 20 mg permet d’abaisser en
complément le LDL-Cholestérol de 5,4%, les TG de 23%, et d’augmenter le HDL-
Cholestérol d’environ 9%. Les données récentes de la littérature sont surtout disponibles avec
le fénofibrate, seul fibrate mentionné dans les recommandations françaises comme pouvant
être associé à une statine après avis spécialisé.
24 Farnier, M., Am. J. Cardiovasc. Drugs., 2003, 3, 169-178.
25 Grundy, S.M., Vega, GL., Yuan, Z., Battisti, W.P., Brady, W.E., Palmisano, J., Am. J. Cardiol., 2005, 95,
462-468.
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2.3.4. Les inhibiteurs de l’absorption intestinale du cholestérol
L’ézétimibe (Schéma 9) inhibe de façon sélective l’absorption intestinale du
cholestérol et des phytostérols apparentés. Dans l’hypercholestérolémie primaire, l’ézétimibe
significativement réduit, comparativement au placebo, le cholestérol total (13%), le LDL-
Cholestérol (19%), l’apolipoprotéine B (14%) et les TG (8%) et augmentent le HDL-
Cholestérol (3%).26
Schéma 9 - Structure de l’ézétimibe (Ezetrol ®).
2.3.5. Le probucol
Le probucol (Schéma 10) possède une action anti-athérogène. En effet, il diminue le
taux de cholestérol total et de cholestérol LDL de 10 à 15 %. Cependant, la baisse du HDL
cholestérol observée lors du traitement lui a valu sa suppression en France mais il reste
cependant une référence comme un antioxydant dans les tests biologiques.27
Schéma 10 - Structure du probucol (Lurselle®).
26 Knopp, R.H., Dujovne C.A, Le Beaut, A., Lipka, L.J., Suresh, R., Veltri, E.P., (Ezetimibe Study Group)., Int.
J. Clin. Pract., 2003, 57, 363-368.
27 James, R.W., Med. Hyg., 1993, 51, 2894-2896.
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2.3.6. Les huiles de poissons
Les huiles de poissons (Maxepa®) sont riches en acides gras polyinsaturés de la série
oméga-3. Elles ont une action hypotriglycéridémiante lorsqu'elles sont utilisées en forte
posologie, le mode d’action de ces acides gras est encore mal connu, mais il a été constaté
qu’il provoquait une baisse des triglycérides dans le sang.28
3. Les systèmes antioxydants
Nous venons de voir que le stress oxydant est impliqué dans l'athérosclérose, qui avec
ses conséquences cardiovasculaires a un impact énorme sur la santé des populations des pays
industrialisés. En guise de protection, les cellules possèdent des mécanismes de défense
endogènes enzymatiques et non-enzymatiques qui, de manière générale, suffisent à
compenser le stress oxydant résultant entre autre du métabolisme aérobique.
Les antioxydants sont des agents redox qui réagissent avec les oxydants et stoppent ou
ralentissent le processus d'oxydation, et ainsi régulent l'équilibre redox cellulaire. Par
conséquent, le concept d'une thérapie à l'aide d'antioxydants, dans le but de renforcer les
défenses antioxydantes endogènes pour une protection plus efficace contre le stress oxydant,
représente un enjeu thérapeutique important d'intérêt scientifique et public. En effet, plusieurs
études démontrent que la défense antioxydante peut être soit diminuée ou compromise dans
certaines conditions pathophysiologiques.
Parmi les différents antioxydants, les plus connus sont les vitamines A, C et E, et les
enzymes SOD, catalase et glutathion peroxydase. D'autres antioxydants comme les
caroténoïdes, le coenzyme Q10, les bioflavonoïdes, les antioxydants minéraux (cuivre, zinc,
manganèse et le sélénium) et les cofacteurs (l'acide folique, les vitamines B1, B2, B6, B12)
peuvent aussi défendre de façon synergique l'organisme contre le stress oxydant.
Les antioxydants peuvent être classés de diverses façons. Nous avons choisi de
différencier les antioxydants enzymatiques des autres antioxydants. Ces derniers pourront
alors être soit endogènes, soit exogènes. Et nous consacrerons une plus large discussion aux
antioxydants exogènes: les antioxydants phénoliques naturels puis synthétiques.
28 Farnier, M., Dyslipidémies athérogènes. L'athérosclérose : Physiopathologie, Diagnostics, Thérapeutiques.,
J.F., Toussaint, M.P., Jacob, L., Lagrost, J., Chapman, Eds., Masson: Paris, 2003, 33, 571-598.
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3.1. Les systèmes enzymatiques antioxydants
Face à la production permanente de ROS, les organismes vivants ont développé des
systèmes de défense qui les protègent des dommages liés aux formes radicalaires. Ces
défenses permettent de maintenir la concentration en espèces radicalaires à un taux basal. En
effet, elles possèdent une grande affinité pour les ROS, avec lesquelles elles réagissent très
rapidement pour les neutraliser. Elles sont au nombre de quatre et fonctionnent en
complémentarité.
3.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)
La superoxyde dismutase (SOD, EC : 1.15.1.1) 29 est une métalloprotéine qui catalyse
la dismutation du superoxyde en oxygène et peroxyde d'hydrogène. Pour cette raison, cette
enzyme représente une partie importante du système de défense contre les radicaux libres.
Elle est présente dans presque tous les organismes aérobies. Une des rarissimes exceptions est
Lactobacillus plantarum et les Lactobacillus apparentés, qui n'en possèdent pas et utilisent un
mécanisme de défense différent (P9).
3.1.2. Les catalases (CAT)
La catalase est une enzyme (EC 1.11.1.6)30 catalysant la dismutation de l'eau oxygénée
(peroxyde d'hydrogène) :
2 H2O2 → O2 + 2 H2O
Elle est formée de quatre chaînes polypeptidiques d’environ 500 acides aminés,
comportant chacune un hème. Ces hèmes et leur environnement protéique sont les sites actifs
de cette enzyme. Pour catalyser la réaction, l’atome de fer d’hème de la catalase réalise une
coupure hétérolytique de la liaison O-O du peroxyde d'hydrogène, créant de ce fait une
molécule d’eau et un groupement Fe(IV)=O hautement oxydant ; ce dernier peut ensuite
oxyder une autre molécule de peroxyde d'hydrogène pour donner du dioxygène. Ce processus
est illustré plus spécifiquement par les équations suivantes :
H2O2 + Fe(III)-E → H2O +O=Fe(IV)-E (1) [+2e-]
H2O2 + O=Fe(IV)-E → O2 + Fe(III)-E +H2O (2) ) [-2e-]
29 Barry, H., John, G., Free. Radic. Biol. Med., Oxford University Press, USA, 1999.
30 Chelikani, P., Fita, I., Cell. Mol. Life. Sci., 2004, 61, 192-208.
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3.1.3. La glutathion peroxydase (GPX)
La glutathion peroxydase est une enzyme (EC 1.11.1.9)31 formée de quatre sous-unités
contenant chacune un atome de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine
(dans laquelle l'oxygène du groupement hydroxyle de la sérine est remplacé par le sélénium).
La glutathion peroxydase est présente dans les liquides extracellulaires et dans les cellules au
niveau du cytosol et des mitochondries. Elle assure la transformation des hydroperoxydes
organiques, lipidiques notamment, de type ROOH en ROH.
Cette enzyme lutte contre les radicaux libres qui, s’ils sont en trop grand nombre, vont
attaquer et détruire l'ADN.
3.1.4. L'hème oxygénase
L'hème oxygénase dégrade l'hème (prooxydant) en bilirubine qui est un antioxydant
capable de prévenir l'oxydation des LDL. Il existe l'hème oxygénase constitutive et inductible.
Cette dernière est induite par le stress oxydant et les LDLox, et possède un effet
antiathérogène chez la souris.32
3.2. Les antioxydants moléculaires
Il existe 2 types d’antioxydants :
3.2. 1. Les antioxydants endogènes
Qui sont fabriqués par les cellules de notre corps.
a) Le glutathion
Schéma 11 - Structure du glutathion (GSH), E°(GSSG/GSH) = 0,24 V.
Au cœur des défenses antioxydantes, le glutathion est le thiol le plus abondant dans les
organismes et les systèmes vivants.
GSH + HO● → GS● +H2O
2GS● → GSSG 
31 Haudiere, J., Arch. Biochem. Biophys., 1983, 226, 448-457.
32 Ryter, S.F., Tyrrell, R.M., Free. Radic. Biol. Med., 2000, 28, 289-309.
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b) L’acide urique
L’acide urique (Schéma 12) est un piégeur de 1O2, des radicaux peroxyles et
hydroxyles (RO2● et HO●), de l’ozone et de HClO. La réaction de l’acide urique avec ces ROS
génère des radicaux moins réactifs que HO●.
Schéma 12 - Structure de l’acide urique.
3.2.2. Les antioxydants exogènes
Ce sont ceux que nous consommons tous les jours dans notre régime alimentaire,
notamment ceux contenus dans les fruits et légumes.
3.2.2.A. La vitamine E (ou α-tocophérol)  
La vitamine E est le nom commun utilisé pour toutes les molécules possédant des
activités biologiques identiques à celle de la famille des tocophérols (E° = 0,48 V). Elle a
besoin d’interagir avec d’autres composés pour agir correctement. Elle se trouve dans tous
nos tissus.
Schéma 13 - Structure de la vitamine E (ou α-tocophérol) (T-OH).
L’α-tocophérol est le principal antioxydant contenu dans les LDL. Chaque particule de 
LDL contient en moyenne de 6 à12 molécules de vitamine E.33 La vitamine E (Schéma 13)
interrompt la chaîne de propagation radicalaire dans les membranes en limitant la
peroxydation des acides gras polyinsaturés.34 En effet, la cinétique de cette étape de
33 Halliwell, B., Am. J. Clin. Nutr., 1995, 61, 670-677.
34 Burton, G.W., Joyce, A., Ingold, K.U., Lancet., 1982, 320, 327.
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propagation étant lente,35 la vitamine E peut l'arrêter, en réparant le radical peroxyl (AGPI-
OO●) par la formation d'hydroperoxyde (AGPI-OOH) (Schéma 14).
Schéma 14 - Formation d'hydroperoxyde (AGPI-OOH).
Dans cette réaction de piégeage, la vitamine E devient à son tour radicalaire et la
vitamine C la régénère.
La vitamine E est la molécule antioxydante liposoluble la plus abondante de notre
organisme. Elle est présente dans les membranes cellulaires et circule dans le sang liée aux
lipoprotéines. Elle est chargée de neutraliser les radicaux libres en excès, et agit de deux
façons différentes, soit en piégeant directement les ROS, soit en régulant à la hausse les
enzymes antioxydantes, telles que la SOD, la glutathion peroxydase, la catalase du foie, la
glutathion-transférase et la NAD(P)H réductase.36
La vitamine E n'est pas biosynthétisée. Elle est présente dans les huiles végétales,
principalement dans l'huile de germe de blé, de tournesol, de soja, d'arachide ou d'olive. On la
trouve aussi en moindre quantité dans les céréales, les amandes, les légumes verts, le beurre,
la margarine, les poissons gras.
35 Sahnoun, Z., Jamoussi, K., Zeghal, K.M., Therapie., 1997, 52, 251-270.
36 Vertuani, S., Angusti, A., Manfredini, S., Curr. Pharm. Des., 2004, 10, 1677-1694.
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3.2.2.B. La vitamine C (ou acide ascorbique)
Schéma 15 - Structure de la vitamine C (Asc).
La vitamine C agit principalement en piégeant directement les ROS (majoritairement
l'O2●- et le ONOO-).
Elle est aussi capable de recycler l'α-tocophérol de façon à agir en synergie avec ce 
dernier dans la prévention de la peroxydation lipidique :
T-OH + AGPI-OO● → T-O● + AGPI-OOH
Asc-H + T-O●  → T-OH + Asc●
La vitamine C est l'un des principaux antioxydants hydrosolubles présent dans les
fluides intra- et extra-cellulaires (compartiments hydrophiles).36 Ses activités biologiques
viennent de son puissant potentiel réducteur ( E° = - 0,29 V). Cependant, un effet prooxydant
a été constaté en présence de Fe(III).
Alors que la plupart des mammifères sont capables de la synthétiser, la majorité des primates
(dont l'être humain), le cochon d'Inde et certains oiseaux ou poissons en sont incapables. Ceci
est le résultat d'une mutation génétique, survenue il y a 40 millions d'années, bloquant la
transformation du glucose en acide ascorbique. Les animaux dépourvus de cette capacité de
synthèse de la vitamine C doivent donc la puiser dans leur alimentation.
3.2.2.C. La relation entre ces vitamines
Par interaction avec un radical lipidique R●, la vitamine E (T-OH) se transforme en un
radical tocophéryle (T-O●).
Ce dernier est régénéré en T-OH sous l’action de la vitamine C (Asc) qui, à son tour,
prend une forme radicalaire (Asc●). Le glutathion réduit (GSH) permet de régénérer la
vitamine C en se transformant en un radical thyile (GS●) qui, par réaction avec lui-même,
donne du glutathion oxydé (GSSG) (Figure 7).
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Figure 7 - Relation entre les vitamines E et C.
3.2.2.D. Les antioxydants phénoliques
Les polyphénols jouent un grand rôle dans la quantité nutritive et hygiénique des
aliments. Ils interviennent également dans la digestibilité des aliments, dans l'utilisation
physiologique des protéines. Les décès dus aux infarctus du myocarde ou par athérosclérose
coronarienne sont associés au taux élevé des cholestérols de type LDL circulant dans le
sang.37,38
3.2.2.D.1. Les antioxydants phénoliques naturels
Les antioxydants présents dans le raisin, le thé ou les fruits sont souvent de type
phénolique. Les composés phénoliques présents dans le vin peuvent être séparés entre les
flavonoïdes et les non-flavonoïdes.
3.2.2.D.1.1. Les flavonoïdes39
Le terme flavonoïde rassemble de nombreux composés naturels répartis en
plusieurs familles dont les plus importantes sont les catéchines, la quercitine, les isoflavones
ou l'acide gallique. Ce sont des pigments naturels qui donnent leurs couleurs aux plantes. Les
études chez l’homme ont permis de montrer que les flavonoïdes, et notament les isoflavones
contenus dans le soja, permettent de réduire le taux de mauvais cholestérol.40
37 Manach, C., Mazur, A., Scalbert, A., Curr. Opin. Lipidol., 2005, 16, 77-84.
38 Kaliora, A.C., Dedoussis, G.V.Z., Schmidt, H., Atherosclerosis., 2006, 187, 1-17.
39 Alan, C., Indu, B. J., Michael, N.C., Nat. Prod. Rep., 2009, 26, 1001-1043
40 Anderson, J.W., Johnstone, B.M., Cook-Newell, M.E., N. Engl. J. Med., 1995, 333, 276-282.
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Schéma 16 - Structure de quelques flavonoïdes.
Parmi les flavonoïdes, il existe aussi les anthocyanes (du grec anthos = fleur, kuanos
= bleu sombre) qui sont présents dans un certain nombre de végétaux tels : myrtille, mûre,
raisin noir, aubergine, prune, bleuet (airelle bleue du Canada), mauve, etc. Ils donnent leur
couleur aussi bien aux feuilles d'automne qu'aux fruits rouges.
Leur structure de base est caractérisée par un noyau « flavylium » généralement
glucosylé en position C-3 (Schéma 17).39
Schéma 17 - Structure de quelques anthocyanes.
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Des études montrent que les anthocyanines exercent une influence bénéfique sur toute
une variété de problèmes de santé. Une des raisons de cette influence réside dans leurs
propriétés antioxydantes.41Cependant, leur biodisponibilité reste faible.
3.2.2.D.1.2. Les non-flavonoïdes
Les composés non-flavonoïdes regroupent les acides phénoliques et les stilbènes. Ils
ne possèdent pas de squelette « flavone ».
3.2.2.D.1.2.1. Les acides phénoliques
Les composés phénoliques sont également présents, comme les dérivés d’esters
hydroxycinnamiques possédant une structure du type C6-C3 (Schéma 18). Les composés les
plus fréquents sont l’acide p-coumarique, l’acide caféique qui a très largement démontré son
activité antioxydante42, l’acide férulique et l’acide sinapique.43
On trouve aussi des dérivés de ces acides, comme l’acide chlorogénique présent dans
les pommes. Ce dernier s’avère être un antioxydant intéressant, à tel point que de nombreux
laboratoires tentent d’en faire sa synthèse.44
Schéma 18 - Structure de dérivés de l’acide p-hydroxycinnamique.
41 Bertuglia, S. Malandrino, S., Colantuoni, A., Pharmacol. Res., 1995, 31, 183-187.
42 Gülçin, I., Toxicology., 2006, 217, 213-220.
43 Goetz, G., Fkyerat, A., Metais, N., Kunz, M., Tabacchi, R., Pezet, R., Pont, V., Phytochemistry., 1999, 52,
759-767.
44 Sefkow, M., Eur. J. Org. Chem., 2001, 2001, 1137-1141.
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3.2.2.D.1.2.2. Les stilbènes
Les stilbènes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, formant un système conjugué. Cette particularité
leur confère une grande réactivité due à la délocalisation des électrons π sur la totalité de la
molécule.
Les stilbènes sont connus pour leurs propriétés antioxydantes vis-à-vis des
lipoprotéines à basse densité LDL. Ils pourraient ainsi jouer un rôle protecteur contre les
maladies cardiovasculaires.45
Les plus abondants dans le raisin sont le trans-resvératrol et son dérivé glucosylé : le
picéide, ainsi que les dimères comme le resvératrol qui présent dans le raisin noir et dont
l'activité antioxydante est probablement associée à sa capacité à régénérer la vitamine C.46 Ce
composé intervient également dans différents mécanismes biologiques (inhibition de
















Schéma 19 - Structures chimiques de quelques stilbènes.
Les ellagitanins
Les ellagitanins sont présents dans le bois de chêne, la grenade, la framboise et le vin
rouge.
Les ellagitanins de la framboise sont parmi les antioxydants les plus efficaces contre
la formation d'hydroperoxydes diènes conjugués et des composés carbonylés.48 Ils participent
45 Frankel, E.N., Waterhouse, A.L.,Kinsella, J.E., The Lancet., 1993, 341, 1103-1104.
46 Fang, J.G., Lu, M., Chen, Z.H., Zhu, H.H., Li, Y., Yang, L., Wu, L.M., Liu, Z.L., Chem. Eur. J., 2002, 8,
4191- 4198.
47 Pace-Asciak, C.R., Hahn, S., Diamandis, E.P., Soleas, G., Goldberg, D.M., Clin. Chim. Acta., 1995, 235, 207-
219.
48 Kaarina, V., Petri, K., Riita, K., Marina, H., J. Agric. Food. Chem., 2004, 52, 7419-7424.
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fortement à l'activité antiradicalaire des vins rouges et piégeent les radicaux libres O2●- grâce
aux différents groupes phénoliques.49
Schéma 20 - Unités monomère de base pour l’ellagitanins.
3.2.2.D.2. Les antioxydants phénoliques de synthèse
Il existe aussi de nombreux antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent
dérivés des antioxydants naturels.
Devant le besoin inéluctable de créer de nouveaux agents antioxydants toujours plus
efficaces, un nouveau composé, le 2,3-dihydro-5-hydroxy-2,2-dipentyl-4,6-ditertiobutyl-
benzofurane ou BO-653 (Schéma 21) s’est avéré surpasser l’activité de l’α- tocophérol et du 
probucol dans l’inhibition de l’oxydation des LDL.50
Schéma 21 - Structure du BO-653.
En complément du BO-653, d’autres composés ont été synthétisés puis testés, mais les
résultats sont moins bons. (Schéma 22).
49 Glories, Y., Vivas, N., J. Sci. Tech. Tonnellerie., 1998, 4, 147-161.
50 Noguchi, N., Iwaki, Y., Takahashi, M., Komuro, E., Kato, Y., Tamura, K., Cynshi, O., Kodama, T., Niki, E.,
Arch. Biochem. Biophys., 1997, 342, 236-243.
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Schéma 22 - Structures d’antioxydants phénoliques de synthèse.
Des nouveaux composés phénoliques ont été synthétisés et examinés, les résultats ont
montré une capacité d'empêcher le métabolisme oxydant de polynucléaire et piéger les
radicaux libres tels que le NO●.51
Schéma 23 - Structures chimiques d’alkylthiosulfonate.
Une équipe espagnole a synthétisé des acides gras phénoliques qui ont montrés après
des études physico-chimiques un rôle important dans la capacité antiradicalaire.52
Schéma 24 - Structure chimique des antioxydants lipophiles.
Un nouveau polyphénol dendritique a été synthétisé, et a montré une forte capacité
antioxydante et protectrice des LDL in vitro contre les attaques des radicaux libres.53
51 Zenkov, N. K., Menshchikova, E.B., Kandalintseva, N.V., Oleynik, A.S., Prosenko, A.E., Gusachenko,
O.N., Shklyaeva, O.A., Vavilin, V.A., Lyakhovich, V.V., Biochemistry (Moscow), 2007, 72, 644-651
52 Torres de Pinedo, A., Penalver, P., Perez-Victoria, I., Rondon, D., Morales, J.C., Food. Chem., 2007, 105,
657-665
53 Lee, C.Y., Sharma, A., Cheong, J.E., Nelson, J.L., Bioorg.Med. Chem. Lett., 2009, 19, 6326-6330
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Schéma 25 - Structure chimique d’antioxydant lipophile.
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OBJECTIFS ET STRATEGIES
En ce qui concerne l’ensemble des composés connus comme des antioxydants
(naturels et synthétiques), leur action se limite uniquement à la prévention de l’oxydation des
LDL, une fois que ces systèmes oxydés sont formés il n’y a pas à l’heure actuelle d’action
exogène pour inhiber (ralentir) le processus athérogène.
Un programme de recherche a été initié il y a quelques années au laboratoire sur la
base des systèmes phénoliques constituants de la lignine, deuxième polymère plus abondant
après la cellulose dans les plantes.
En s’inspirant des unités monomères de ce polymère, des composés
phosphonocinnamiques avaient été élaborés avec des propriétés variables en fonction des
différentes fonctionnalisations apportés sur le motif phénolique de base.
Mes travaux s’inscrivent dans la continuation de cet axe de développement. En se
basant sur les résultats du laboratoire, que je développerais brièvement au chapitre suivant,
j’ai pu mettre eu œuvre au cours de ce projet:
*Le développement de nouvelles familles de composés aux propriétés duales à la fois
antioxydantes et cytoprotectrices. Des nouvelles classes d'agents antiathérogènes (trois
familles) avec des méthodes de synthèse simples conçues pour être facilement automatisables
ont été élaborées.
Les motifs de base sont le syringaldéhyde A et la bis-vanilline B (Schéma 26). Le lien
hydrazone est le motif commun à ces trois familles.
L’aldéhyde A a été fonctionnalisé par réaction avec différentes hydrazines conduisant
aux hydrazones correspondantes (1). Les deux fonctions aldéhydes de la bis-vanilline B
permettent d'envisager plusieurs possibilités de fonctionnalisation. La synthèse de dérivés
dissymétriques (3) possédant une fonction vinyl-phosphonate et une fonction hydrazone
d’une part et la synthèse des bishydrazones symétriques (2) d’autre part ont été réalisées pour
permettre :
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Schéma 26 - Voies de synthèse envisagées.
*La compréhension des différences d’activité mise en évidence au sein ou entre
chaque famille afin d’apporter les modifications structurales pour une meilleure activité.
*L’étude des propriétés physico-chimiques afin d’appréhender au niveau moléculaire
les propriétés antioxydantes :
- efficacité de piégeage des radicaux libres
- propriétés complexantes vis-à-vis des ions métalliques qui interviennent dans les
processus biochimiques du stress oxydant. Ces études devraient permettre d’expliciter la
relation structure- activité biologique pour orienter nos recherches de façon plus pertinente.
Parmi les nombreux facteurs influençant les effets antioxydants, j’ai choisi d’étudier
la réaction avec les radicaux neutres ou cationiques, l’anion superoxyde et la complexation de
l’ion Cu(II).
L'activité biologique de ces composés a été évaluée en collaboration avec Dr. A.
Nègre Salvayre (INSERM I2MR 858, IFR 31 CHU Rangueil) et une étude biologique « in
vivo » a été réalisée sur des souris Apo E -\-.
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1. Les hydrazones
Les hydrazones représentent une famille de composés organiques comportant une
structure de type :
Les hydrazones sont largement présentes dans la nature. Deux exemples sont
présentés : la toxine hémolytique, gyromitrine (acétaldéhyde méthylformylhydrazone) est
produite par la fausse morille.54 Des alcaloïdes contenant une fonction hydrazone ont été
isolés d'une éponge marine55 (Figure 8).
Fausse Morille Eponge marine
Figure 8 - Exemples de sources naturelles d’hydrazones.
1.1. Synthèse des hydrazones
La méthode de synthèse la plus simple et la plus utilisée pour former une hydrazone
consiste à condenser une hydrazine sur un aldéhyde ou une cétone (Schéma 27). L’hydrazine
peut subir une double condensation du composé carbonylé ; aussi l’utilisation d’hydrazines
mono- ou N,N-disubstituées permet d’éviter cette double condensation et de synthétiser
facilement les hydrazones correspondantes.
54 Michelot, D., J. Toxicol. Clin. Exp., 1989, 9, 83-99.
55 Shimogawa, H., Kuribayashi, S., Teruya, T., Suenaga, K., Kigoshi, H., Tetrahedron Lett., 2006, 47, 1409-
1411.
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Schéma 27 - Synthèse d’hydrazone.
Des synthèses récentes d’hydrazones peuvent être citées. Ainsi, Vicini et coll.56 ont
rapporté la synthèse d’une série de dérivés de benzo[d]isothiazole hydrazone en relation avec
leurs activités antiprolifératives potentielles (Schéma 28). Des hydrazides cycliques et
acycliques ont été synthétisées à partir des chlorhydrates de différentes hydrazines
préalablement préparées. Les suspensions obtenues réagissent avec les aldéhydes dans
l’éthanol à des températures variables, conduisant après extraction et recristallisation aux
hydrazones souhaitées avec des rendements élevés.
Schéma 28 - Synthèse de benzo[d]isothiazole hydrazones.
Plus récemment, Andrade et coll.57 ont rapporté la synthèse d’N-acylhydrazones par
réactions sous microondes. Les auteurs ont effectué la synthèse à grande échelle et en absence
de solvant. Ainsi, en faisant réagir une hydrazine en présence d’un équivalent de cétone ou
aldéhyde sous irradiation microondes (200W, température entre 150°C et 260°C suivant le
cas, temps de réaction quelques minutes) ils obtiennent avec de très bons rendements les
hydrazones correspondantes (85-98%) (schéma 29).
Schéma 29 - Hydrazones synthétisées sous microondes.
56 Vicini, P., Incerti, M., Doytchinov, I. A., Colla, P.L., Busonera, B., Loddo, R., Eur. J. Med. Chem., 2006, 41,
624-632.
57 Andrade, M.M., Maria, T.B., J. Comb. Chem., 2010, 12, 245-247.
Chapitre II Synthèse de nouveaux agents antiathérogènes à motif hydrazone
47
1.2. Utilisation en chimie organique
D’un point de vue structural, les hydrazones peuvent être comparées à deux groupes
fonctionnels :
 des équivalents azotés d'énamines. Tout comme leurs analogues carbonés, elles sont
nucléophiles et constituent des équivalents synthétiques d’acyl-anions :
Schéma 30 - Equivalents azotés d'énamines.
 des imines N-substituées par une amine :
Schéma 31- Imines N-substituées.
Elles possèdent donc à ce titre un caractère électrophile, semblable à celui d'un composé
carbonylé.
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1.2.1. Comportement électrophile
Les aldimines et leurs analogues hydrazones dérivés d’aldéhydes sont considérés
comme des électrophiles importants pour la construction d’atomes de carbone stéréogéniques
en position α par rapport à un atome d’azote.  
Denmark et coll.58 sont les premiers à rapporter l’utilisation des SAMP-hydrazones
pour la synthèse d’amines chirales (Schéma 32). Ces auteurs ont découvert que l’utilisation
des réactifs au cérium préparés in situ suivant la méthode de Imamoto lors de l’addition du
méthylate de lithium sur des SAMP-hydrazones à basse température dans le THF conduit aux
adduits hydrazides avec de bons rendements (60-80%) et d’excellentes diastéréosélectivités
(91 :9 à 98 :2). L’hydrogénolyse de la liaison N-N conduit aux amines secondaires chirales.
Schéma 32 - Synthèse d’amines chirales.
Dans cette optique, Kobayashi et coll.59 ont rapporté la synthèse stéréosélective syn et
anti de N-tert-alkylamines à travers des réactions de crotylation d’hydrazones (Schéma 33).
Ainsi, les crotylchlorosilanes de géométrie (Z) ou (E) peuvent réagir avec des N-benzoyl
hydrazones dérivés de cétones dans le DMF en absence de catalyseur, conduisant à des N-
tert-alkyl-N-benzoylhydrazines.
Schéma 33 - Synthèse stéréosélective syn et anti des N-tert-alkylamines.
58 Denmark, S.E., Weber, T., Piotrowski, D.W., J. Am. Chem. Soc., 1987, 109, 2224-2225.
59 Ogawa, C., Sugiura, M., Kobayashi, S., J. Org. Chem. 2002, 67, 5359-5364.
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La réaction est hautement stéréospécifique faisant intervenir un état de transition
cyclique de type chaise dans lequel le groupe aryle de l’hydrazone se trouve en position axiale
(Schéma 34). Les produits de couplage sont obtenus avec des rendements corrects et des
rapports syn/anti variant de 1 :99 à 99 :1 suivant la géométrie du crotylchlorosilane.
Schéma 34 - Hypothèse des deux états de transition de la crotylation.
Enfin, les amines homoallyliques sont obtenues de manière quantitative par coupure
de la liaison N-N en présence d’iodure de samarium (Schéma 35).
Schéma 35 - Obtention des amines homoallyliques.
L’obtention d’amines chirales homoallyliques a été également rapportée par Cook et
coll.60 en utilisant l’allylindium comme réactif de couplage formé in situ et le BINOL en tant
qu’agent d’induction de chiralité (Schéma 36). Ainsi, la réaction des arylhydrazones
carbamates en présence d’iodure d’allyle, d’In(0) et du (R)-3,3’-bistrifluorométhyl BINOL
dans le THF, conduit aux allyles hydrazines avec de bons rendements (50-90%) et de bons
excès énantiomériques (86-97%).
Schéma 36 - Synthèse d’amines chirales homoallyliques.
60 Cook, G.R., Kargbo, R., Maity, B., Org. Lett., 2005, 7, 2767-2770.
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La synthèse asymétrique des amines a été également abordée à travers des réactions
d’additions nucléophiles sur des hydrazones judicieusement choisies. Ainsi, Leighton et
coll.61 ont rapporté cette année la synthèse et l’utilisation d’une nouvelle classe de N-
hétéroaryl hydrazones dans des réactions d’allylation, de crotylation et de cinnamylation
asymétrique (Schéma 37). Les réactions ont été effectué dans CH2Cl2 à des températures
différentes entre 0°C et à reflux selon la nature des substituant (R, R’ et Ar). Les allyles
chlorosilanes constituent dans ce cas l’inducteur de chiralité.
Schéma 37 - Synthèse d’amines asymétriques.
Le système hétéroaryle positionne l’allyle chlorosilane de telle sorte que la réaction
devient hautement énantio (ou diastéreo) sélective. Les ee% peuvent atteindre 94% et les r.d.
plus de 95%. Enfin, les hydrazides sont réduites de manière douce (hydrogénation
Pd(OH)2/H2) pour conduire aux amines optiquement pures.
Tsogoeva et coll.62 ont récemment rapporté l’utilisation de systèmes hydrazones dans
des réactions de Strecker, conduisant de manière énantiosélective à des -hydrazinonitriles.
Ces composés comme les acides correspondants ont été identifiés en tant qu’inhibiteurs
potentiels d’enzymes métabolisant des acides aminés, pouvant ainsi avoir des applications en
tant qu’agents antibactériens ou anti-HIV.
La réaction qui a été mise au point concerne des hydrazones aliphatiques.
L’hydrocyanation des hydrazones fait intervenir à – 10°C, dans le dichlorométhane, le
cyanure de triméthylsilane, et le BINOL-phosphate en tant qu’organocatalyseur. Les dérivés
-hydrazinonitriles sont ainsi obtenus avec de bons rendements (jusqu’à 95%) et excès
61 Feske, M.I., Santanilla, A.B., Leighton, J.L., Org. Lett., 2010, 12, 688-691.
62 Tsogoeva, S.B., Zamfir, A., Org. Lett., 2010, 12, 188-191.
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énantiomériques (jusqu’à 93%). La conversion en -hydrazinoacides en milieu acide est
quantitative (Schéma 38).
Schéma 38 - Hydrocyanation des hydrazones.
La même réaction avait été abordée par Ros et coll.63 dans une étude expérimentale et
théorique de cyanosilylation des hydrazones possédant un axe de symétrie C-2. Pour ceci, les
auteurs ont utilisé le motif chiral (2S, 5S)-2,5-diphenylpyrrolidine pour construire des
hydrazones possédant une symétrie C-2. L’hydrocyanation des hydrazones ainsi synthétisées
fait intervenir à basse température dans le dichlorométhane, le cyanure de triméthylsilane et le
chlorure de diéthylaluminium comme acide de Lewis dans la réaction de Strecker. Les dérivés
-hydrazinonitriles sont obtenus avec de bons rendements et des rapports diastéréosélectifs
très élevés (85% et 99 :1 respectivement) (Schéma 39).
Les auteurs proposent l’activation du cyanure de triméthylsilyle TMSCN par l’atome
d’azote de la pyrrolidine hydrazone conduisant à un intermédiaire pentacoordiné du silicium
qui délivre le groupe cyano de manière intramoléculaire.
Schéma 39 - Introduction stéréocontrôlée d’un groupement cyano sur une hydrazone.
63 Ros, A., Diez, E., Marqués-Lopez, E., Martin-Zamora, E., Vazquez, J., Iglesias-Siguenza, J., Pappalardo, R.R.,
Alvarez, E., Lassalettaa, J.M., Fernandez, R., Tetrahedron Asymmetry, 2008, 19, 998-1004.
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1.2.2. Comportement radicalaire
Des systèmes hydrazones judicieusement fonctionnalisés ont été également utilisés
dans la synthèse asymétrique d’amines par voir radicalaire. Friestad et coll.64 ont rapporté en
2000, l’utilisation des N-acylhydrazones issus de N-amino-4-benzyl-2-oxazolidinone dans des
réactions hautement stéréosélectives d’addition radicalaire sur la liaison C=N (Schéma 40).
Schéma 40 - Synthèse d’amines chirale par addition radicalaire sur la liaison C=N.
Dans des conditions d’addition radicalaire (Bu3SnH, Et3B/O2) et en présence de
l’acide de Lewis ZnCl2 et d’halogénures d’alkyles, les auteurs obtiennent les meilleurs
résultats en terme de diastéréosélectivité de réaction (r.d. variant de 93 :7 à 99 :1).
L’élimination de la copule chirale conduit à des amines fonctionnalisées énantiomériquement
pures.
1.2.3. Les hydrazones en tant que ligands
Les fonctions hydrazones dans des systèmes judicieusement choisis peuvent jouer le
rôle de ligands de métaux de transition lors de réactions de couplage classiques. Je donnerai
ici quelques exemples.
64 Friestad, G.K., Qin, J., J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 8329-8330.
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Mino et coll.65 ont récemment rapporté l’utilisation de systèmes de type N-méthyl-N-
phénylhydrazones en tant que ligands dans des réactions de couplage croisés de Suzuki-
Miyaura. C’est une réaction de couplage pallado-catalysée entre un halogénure d’aryle et un
acide arylboronique.
Parmi les différentes hydrazones testées, le glyoxal bis-méthyl-N-phénylhydrazone I et
la 2-pyridine carboxaldéhyde N-méthyl-N-phénylhydrazone III se sont avérés des ligands de
choix pour ce type de couplage (Schéma 41).
Schéma 41 - Réaction de couplage croisé de Suzuki-Miyaura.
Utilisation d’hydrazones en tant que ligands.
En particulier l’hydrazone I a été testée sur un ensemble d’halogénures aromatiques et
d’acides arylboroniques diversement substitués pour valider la réaction. Le couplage en
présence d’hydrazone III se fait avec des rendements quantitatifs et des « turnover »
importants. Les réactions peuvent s’effectuer dans des conditions aérobies. Ces hydrazones
peuvent ainsi substituer de manière efficace les ligands phosphines classiquement utilisés
dans la réaction pallado-catalysée de Suzuki-Miyaura.
Un peu plus tard, le même auteur rapporte66 l’utilisation des glyoxal et pyridyl
hydrazones en tant que ligands dans les réactions de Mizoroki-Heck. Cette réaction
palladocatalysée faisant intervenir un ligand phosphine est une réaction de couplage croisé
entre un halogénure d’aryle et un alcène terminal. Les auteurs, en recherchant d’autres ligands
pour remplacer les phosphines ont montré que cette réaction conduit aux dérivés de couplage
de manière efficace en présence de l’hydrazone V (Schéma 42).
65 Mino, T., Shirae, Y., Sakamoto, M., Fujita, T., J. Org. Chem., 2005, 70, 2191-2194.
66 Mino, T., Shirae, Y., Sasai, Y., Sakamoto, M., Fujita, T., J. Org. Chem., 2006, 71, 6834-6839.
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Schéma 42 - Réaction de Mizoroki-Heck.
Ainsi, les halogénures d’aryles sont couplés avec de l’acrylate de tert-butyle dans le
DMF en présence du complexe PdCl2/(MeCN)2, de l’iodure de tétrabutylammonium
(activation et stabilisation des complexes Pd(0)),67 d’une base telle que le phosphate de
potassium. Les rendements et le turnover de la réaction sont élevés.
La même équipe a également rapporté68 l’utilisation de ces ligands dans les réactions
palladocatalysées de Sonogashira et Hiyama. Lors d’une réaction de couplage entre des
halogénures d’aryles et des alcynes terminaux, les auteurs ont étudié la possibilité de
substituer les ligands phosphines par des ligands hydrazones. La 2-pyridine carboxaldéhyde
N-méthyl N-phénylhydrazone III s’est avérée être le ligand de choix pour la réaction de
couplage s’effectuant dans le DMF à chaud, en présence de phosphate de potassium, de
PdCl2/(MeCN)2 et d’iodure de cuivre, le rendement de la réaction pouvant atteindre 95%
(Schéma 43).
Schéma 43 - Réaction de Sonogashira et Hiyama.
67 Grasa, G.A., Singh, R., Stevens, E.D., Nolan, S.P., J. Organomet. Chem., 2003, 687, 269.
68 Mino, T., Shirae, Y., Sasai, Y., Saito, T., Sakamoto, M., Fujita, T., J. Org. Chem., 2006, 71, 9499-9502.
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Dans le cas de la réaction de Hiyama concernant le couplage d’un bromure d’aryle
avec des aryl- trialkoxysilanes, l’hydrazone VI s’est avérée être le meilleur ligand, la réaction
s’effectuant dans le dioxane ou le toluène en présence de fluorure de tétrabutylammonium et
de Pd(OAc)2.
1.3. La stabilité des hydrazones
Les molécules possédant une double liaison carbone-azote sont d’une importance
capitale tant dans un contexte purement chimique que biologique. Les fondations de nos
connaissances sur la formation et l’hydrolyse des liaisons C=N se trouvent dans les travaux de
Bartlett, Westheimer Rutherford entre autres.69 Les études et analyses cinétiques approfondies
de Jencks70 ont également impacté la connaissance des mécanismes mis en jeu lors de la
formation et de l’hydrolyse de composés possédant des liaisons C=N.
Les hydrazones, tout comme les oximes possèdent une plus grande stabilité
intrinsèque que les imines qui pourrait être expliquée par une participation de X (=O ou N-R3)
dans la délocalisation électronique (Schéma 44).
Schéma 44 - Principales formes de résonance.
La contribution de la forme de résonance II pour les alkylhydrazones et de la forme
IV pour les acylhydrazones augmente la densité de charge négative sur l’atome de carbone,
réduisant ainsi son électrophilie et par conséquent sa sensibilité à l’hydrolyse. Les hydrazones
sont ainsi plus stables en général que les imines.
J’évoquerai dans cette partie du document trois études récentes qui mettent en jeu de
manière chimique ou biochimique la coupure hydrolytique des liaisons hydrazones.
69 (a) Conant, J. B., Bartlett, P.D., J. Am. Chem. Soc., 1932, 54, 2881-2899. (b) Westheimer, F.H., J. Am. Chem.
Soc., 1934, 56, 1962-1965. (c) Ardagh, E.G.R., Rutherford, F.C., J. Am. Chem. Soc., 1935, 57, 1085-1088.
70 Cordes, E.H., Jencks,, W.P., J. Am. Chem. Soc., 1963, 85, 2843-2848.
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La première est reliée au travail de I. Huc71 qui fait appel à la possibilité de
réversibilité de la réaction de formation d’hydrazones dans le but d’utiliser cette propriété
pour construire des librairies via la chimie combinatoire (Schéma 45).
Schéma 45 - Réversibilité de la réaction de formation d’hydrazones
et structures des hydrazines.
Les auteurs rapportent qu’une combinaison judicieusement choisie d’hydrazines
possédant des substituants électroattracteurs peut permettre une formation rapide et une
hydrolyse de certains dérivés hydrazones dans des conditions de pH neutre ; les constantes
d’équilibre peuvent varier de manière très conséquente en fonction des substituants portés par
l’atome d’azote des hydrazines de départ.
Une étude plus récente sur la stabilité hydrolytique des hydrazones a été rapportée par
Raines et coll.72 Ces auteurs ont synthétisé une famille d’hydrazones par réaction entre le
pivaldéhyde et différentes hydrazines en présence d’un desséchant (MgSO4) pour éliminer
l’eau au cours de la formation des hydrazones. Le pivaldéhyde a été choisi car il ne présente
pas de protons énolisables, des réactions secondaires d’hydrolyse pouvant ainsi être évitées.
Les auteurs ont étudié l’hydrolyse d’une série de mono ou di-alkyl, et acylhydrazones par
RMN 1H dans des tampons phosphates deutérés (pD = 5.0-9.0) et en présence d’un excès de
formaldéhyde deutéré afin d’orienter complètement la réaction (réversible) d’hydrolyse. En
71 Nguyen, R., Huc, I., Chem. Commun., 2003, 942-943.
72 Kalia, J., Raines, R.T., Angew. Chem., 2008, 120, 7633-7636.
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déterminant le site de protonation des hydrazones, ils proposent un mécanisme où l’étape
limitante est l’action de l’eau sur les espèces protonées VII (Schéma 46).
Schéma 46 - Mécanisme d'hydrolyse des hydrazones et des oximes.
Enfin, je rapporte dans cette dernière partie les travaux de Takaya et coll.73 concernant
la caractérisation d’une nouvelle protéine capable d’hydrolyser les hydrazones. Ces auteurs
ont identifié une protéine de la famille des déshydrogénases obtenue à partir de
microorganismes capables d’assimiler les hydrazones. Le gène codant a été identifié, et la
protéine surexprimée et purifiée. C’est une protéine à cofacteur NAD+ et les auteurs après des
études détaillées ont pu montrer que cette déshydrogénase catalyse de manière oxydante
l’hydrolyse des hydrazones en hydrazines et acétate.
Le mécanisme proposé est présenté ci-dessous. La réduction du NADP+ par l’hydrure
de la méthylhydrazone, est assistée par l’attaque nucléophile du thiolate de la cystéine 301 du
site actif de la protéine. L’hydrolyse de la liaison C=N conduit à la formation de l’hydrazine
et du thioester ; ce dernier donnant alors l’acétate. Cet acétate est assimilé par le
microorganisme sous forme d’acétyl-CoA. Les auteurs ont ainsi identifié le premier
mécanisme biologique acceptant des hydrazones comme substrats.
73 Itoh, H., Suzuta, T., Hoshino, T., Takaya, N., J. Bio. Chem., 2008, 283, 5790-5800.
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Schéma 47 - Mécanisme proposé pour l’hydrolyse enzymatique des hydrazones.
1.4. Hydrazones et activités biologiques
Depuis quelques années, on assiste à travers la littérature scientifique à un intérêt
concernant les familles d’hydrazones qui présentent des activités biologiques spécifiques en
général reliées à la présence de ce groupement fonctionnel. Je citerai ici quelques exemples
récents concernant diverses pathologies et maladies majeures en relation avec des activités
antiparasitaires, antiinflammatoires, antitumorales….
Concernant l’activité antiparasitaire, Richardson et coll.74 ont rapporté en 2004 la
synthèse et les activités antiplasmodiales d’une nouvelle famille d’aroylhydrazones. Parmi les
composés synthétisés le 2-hydroxy-1-naphthylaldéhyde-4-méthyl-3-thiosemicarbazone I
(schéma 48) présente la meilleure activité in vitro contre la souche 3D7 sensible à la
chloroquine et la souche 7G8 résistante à chloroquine de Plasmodium falciparum. L’activité
de ce type de composés est reliée à leur capacité à complexer l’ion Fe(II).
74 Walcourt, A., Loyevsky, M., Lovejoy, D.B., Gordeuk, V.R., Richardson, D.R., Int. J. Biochem. Cell. Bio.,
2004, 36, 401-407.







Schéma 48 - 2-hydroxy-1-naphthylaldéhyde-4-méthyl-3-thiosemicarbazone I.
Plus récemment, Navarro et coll.75 ont rapporté la synthèse, la caractérisation de
complexes de platine de stérols hydrazones et leur activité biologique contre Leichmania
mexicana un autre parasite responsable de la leishmaniose une maladie non contrôlée causant
une grande morbidité parmi les populations en Afrique, Asie et Amérique Latine. L’approche
développée par les auteurs consistait à examiner l’effet synergique d’une drogue de ce
parasite, type stérol hydrazone qui est un inhibiteur spécifique de stérol méthyltransférase,
enzyme essentielle du parasite, et un métal le Pt(II). Les auteurs ont synthétisé deux ligands II
et III, et caractérisé les complexes. Le complexe ligand II-Pt(II) présente la meilleure
activité qui est bien supérieure à celle du ligand II seul.
Schéma 49 - Structures des stérolhydrazones II et III.
Les propriétés chélatantes des hydrazones ont été également mises à profit dans la
recherche de composés capables d’intervenir dans le processus de stress oxydant et plus
particulièrement dans l’inhibition de la production de radicaux HO● issus de la réaction de
Fenton.
H2O2 + Fe2+(Cu1+) → HO● + OH- + Fe3+(Cu2+)
Ainsi, Franz et coll.76 en 2006 et Guo M. et coll.77 en 2007 ont rapporté la conception
et la synthèse de systèmes hydrazones « pro-chélatant » du Fe(II) pouvant être transformés
par action de H2O2 en systèmes chélatants. Le pro-chélatant est basé sur l’ester boronique de
75 Visbal, G., Marchan, E., Maldonado, A., Simoni, Z., Navarro, M., J. Inorg. Biochem., 2008, 102, 547-554.
76 Charkoudian, L.K., Pham, D. M., Franz, K.J., J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 12424-12425.
77 Guo, M., Wei, Y., Angew. Chem. Int. Ed., 2007, 46, 4722-4725.
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salicaldéhyde isonicotinoylhydrazone SIH-B. Ce composé, qui peut être oralement
administrable, n’a pas d’affinité envers le métal. Cependant, il peut être transformé en
présence de H2O2 en aroylhydrazone correspondante SIH qui est un chélatant puissant du
Fe(II). Les résultats obtenus sont très encourageants et montrent l’effet protecteur contre la
dégradation oxydative du désoxyribose. De ce fait, ces composés sont des candidats idéaux
pour développer des médicaments agissant par « réaction anti-Fenton » en séquestrant in situ
des métaux tels que Fe(II) ou Cu(I) pouvant ainsi agir sur des maladies telles que les maladies
neurodégénératives, cardiovasculaires et certaines tumeurs.
Schéma 50 - Réaction anti-fenton.
Les propriétés chélatantes des hydrazones en particulier avec Fe(II) sont très
recherchées en chimie médicinale. Les candidats médicaments pouvant potentiellement
chélater le fer peuvent être utiles pour le traitement de maladies fatales pour l’homme tel que
celles à surcharge en fer et le cancer.
Bien qu’un vaste réseau de protéines soit impliqué dans le métabolisme du fer chez
l’homme, il n’y pas de mécanisme efficace d’excrétion de fer. Par conséquent des problèmes
de santé grave sont induits suite à des perturbations de ces mécanismes de régulation et de
contrôle du métabolisme du fer. Le fer en excès qui ne peut être captée par la ferritine, peut
alors participer à la réaction dite de Haber –Weiss et induire un stress oxydatif.78
Les maladies les plus fatales induites par une surcharge en fer sont la β-thalassémie et
l’ataxie de Fridreich.79 La première est reliée à un manque de biosynthèse efficace de
l’hémoglobine impliquant pour son traitement des transfusions répétées conduisant à une
78 Bergeron, R.J., Huang, G., Smith, R.E., Bhart, N., McManis, J.S., Butler, A., Tetrahedron, 2003, 59, 2007-
2014.
79 Wong, A., Yang, J., Cavadini, P., Gellera, C., Lonnerdal, B., Taroni, F., Cortopassi, G., Hum. Mol. Genet.,
1999, 8, 425-430.
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surcharge. Celle-ci induit des réactions oxydatives non contrôlées et une fibrose au niveau du
cœur et du foie. 80
La deuxième (maladie héréditaire) est causée par une sous expression d’une protéine
mitochondriale : la frataxine qui joue un rôle important dans le processus d’homéostasie en
fer.81 La surcharge en fer affecte dans ce cas le système nerveux central avec perte de la
motricité totale.82 Dans les deux cas, la recherche de chélatants du fer efficaces en tant que
candidats médicaments, est une voie importante de traitement de ces maladies.
Enfin, les cellules tumorales ont un besoin accru en fer de par leur prolifération rapide.
Ce fer est nécessaire à l’activité enzymatique d’une protéine la ribonucléotide réductase.83
Cette enzyme intervient dans la conversion des quatre ribonucléotides en
désoxyribonucléotides correspondants, précurseurs nécessaires à la biosynthèse de l’ADN.84
Ainsi, la séquestration du fer dans les cellules prolifératives, inhibe la biosynthèse des
précurseurs nécessaires à la réplication.
Ainsi, des familles d’hydrazones ont été conçues, synthétisées et évaluées par
différents groupes, le plus important étant celui de Kalinowski et Richardson.85 Ces auteurs
ont rapporté en 200886 la synthèse et l’évaluation des analogues de méthylpyrazinyl
hydrazones (HMPIH) dont le dérivé isonicotinoyle présente une bonne séquestration du fer
des cellules tout en montrant une activité antiproliférative limitée. Les auteurs indiquent aussi
que l’irréversibilité du système redox des composés possédant le motif pyrazine joue un rôle
important dans l’efficacité en tant qu’agent protecteur contre la surcharge en fer.
80 Wong, C., Richardson, D.R., Int. J. Biochem. Cell. Biol., 2003, 35, 1144-1149.
81 Alper, G., Narayanan ,V., Pediatr. Neurol., 2003, 28, 335-341.
82 Lieu, P.T., Heiskala, M., Peterson, P.A., Yang, Y., Mol. Aspects. Med., 2001, 22, 1-87.
83 Hodges,Y.K., Antholine, W.E., Horwitz, L.D., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2004, 315, 595-598.
84 Richardson, D.R., Curr. Med. Chem., 2005, 12, 2711-2729.
85 (a) Richardson, D.R., Tran, E.H., Ponka, P., Blood., 1995, 86, 4295-4306. (b) Richardson, D.R., Sharpe, P.C.,
Lovejoy, D.B., Senaratne, D., Kalinowski, D.S., Islam, M., Bernhardt, P.V., J. Med. Chem., 2006, 49, 6510-
6521. (c) Kalinowski, D.S., Sharpe, P.C., Bernhardt, P.V., Richardson, D.R., J. Med. Chem., 2007, 50, 6212-
6225. (d) Bernhardt, P.V., Wilson, G.J., Sharpe, P.C., Kalinowski, D.S., Richardson, D.R., J. Biol. Inorg. Chem.,
2008, 13, 107-119.
86 Kalinowski, D.S., Sharpe, P.C., Bernhardt, P.V., Richardson, D.R., J. Med. Chem., 2008, 51, 331-344.





















































Schéma 51 - Structures chimiques de chélateurs du fer.
Enfin, dans un article récent, Yu et coll.87 ont conçu, synthétisé et étudié une série
d’aroylhydrazones et de thiosemicarbazones en tant que chélateurs du fer. Leurs études
structure-activité ont montré que les agents (tous à motif hydrazone) possédant des atomes
donneurs d’électrons durs tel que l’atome d’oxygène, conduisent à des composés avec une
très bonne affinité pour le Fe(III) et une faible efficacité antitumorale. Par contre, les agents
possédant d’atomes donneurs d’électrons mous tel que l’atome de soufre ou l’atome d’azote
conduisent à des composés chélateurs et à activité redox. Parmi ces composés, les
thiosemicarbazones sont actifs contre la ribonucléotide réductase et contre d’autres cibles
tumorales comme la topoisomérase IIa.
87 Yu, Y., Kalinowski, D.S., Kovacevic, Z., Siafakas, A.R., Jansson, P. J., Stefani, C., Lovejoy, D.B., Sharpe,
P.C., Bernhardt, P.V., Richardson, D.R., J. Med. Chem., 2009, 52, 5271-5294.
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Schéma 52 - Structures chimiques d’aroylhydrazones et de thiosemicarbazones.
En dehors de cette activité des hydrazones liée à leurs capacités chélatantes, je citerai
trois autres exemples où l’activité biologique observée n’est pas reliée aux propriétés
chélantes.
Ainsi, Al-Abed et coll.88 ont rapporté en 2007 que des hydrazones phénoliques de
structure générale I (Schéma 53) sont des inhibiteurs potentiels de la migration des
macrophages intervenant dans les désordres inflammatoires et la septicémie. Parmi les
composés synthétisés le dérivé fluorophénolique II est le plus actif tant dans les tests in vitro
(suppression de LPS-induced macrophage activation) que dans un modèle préclinique d’étude
de septicémie.
Schéma 53 - Formule générale I et structure du dérivé fluorophénolique II.
Chimenti et coll89 ont rapporté en 2009, la synthèse d’une série de cycloalkylidène
phénylthiazolylhydrazones en tant qu’inhibiteurs potentiels d’histone acétyltransférase
(HAT), enzyme qui catalyse le transfert d’acétyle et à travers plusieurs fonctions cellulaires.
88 Dabideen, D.R., Cheng, K.F., Aljabari, B., Miller, E.J., Pavlov, V.A., Al-Abed, Y., J. Med. Chem., 2007, 50,
1993-1997.
89 Chimenti, F., Bizzarri, B., Maccioni, E., Secci, D., Bolasco, A., Chimenti, P., Fioravanti, R., Granese, A.,
Carradori, S., Tosi, F., Ballario, P., Vernarecci, S.V., Filetici, P., J. Med. Chem., 2009, 52, 530-536.
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Schéma 54 - Synthèse de cycloalkylidène phénylthiazolylhydrazones.
Parmi les composés synthétisés le dérivé I possède des propriétés inhibitrices très
intéressantes in vitro et in vivo sur l’activité de HAT définissant ainsi une nouvelle classe
d’inhibiteurs de cette enzyme.
Schéma 55 - Synthèse de cycloalkylidène phénylthiazolylhydrazones I.
De la même façon, Torre et coll.90 ont rapporté en 2008, la synthèse d’une série de 2-
méthylcyclohexylidène arylthiazolylhydrazones et leurs capacités à inhiber de manière
spécifique les deux isoformes de la monoamine oxydase (MAO) humaine, protéine qui joue
un rôle important dans la régulation des concentrations des amines biogéniques. Sa
dérégulation affecte le système nerveux central démontrant son implication dans des maladies
d’ordre pshychiatrique et neurodégénérative (Parkinson, Alzheimer).
Les composés synthétisés I et II ont été obtenus optiquement purs. Les auteurs ont
montré que l’énantiomère (R) possède la meilleure activité et que ces composés sont plus
actifs sur la MAO-B.
Schéma 56 - Enantiomères (R) et (S) de dérivés de
2-méthylcyclohexylidène-(4-arylthiazol-2-ylhydrazones.
90 Chimenti, F., Maccioni, E., Secci, D., Bolasco, A., Chimenti, P., Granese, A., Carradori, S., Alcaro, S., Ortuso,
F., Yanez, M., Orallo, F., Cirilli, R., Ferretti, R., Torre, F.L., J. Med. Chem., 2008, 51, 4874-4880.
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Ce chapitre a permis d’illustrer l’importance de la présence du lien hydrazone dans des
agents possédants des propriétés biologiques intéressantes pour le développement de futures
" leads " dans la recherche en chimie médicinale. Dans le chapitre suivant, je détaillerai
l’utilisation des hydrazones dans la recherche de nouveaux candidats possédant des propriétés
antioxydantes importantes dans la lutte contre l’athérogénèse.
2. Les travaux antérieurs
Un programme de recherche consistant à développer des familles de composés
possédant des activités antioxydantes a été initié au laboratoire en 2003. Ce programme
s’appuie sur les compétences du laboratoire et de l’équipe autour des systèmes phénoliques et
plus particulièrement des dérivés cinnamiques, monomères de base d’un polymère végétal
appelé lignine.
La lignine, second polymère le plus abondant de la biomasse après la cellulose est
formée par polymérisation oxydante radicalaire de trois principales unités de type
phénylpropanoïde que sont les alcools coumarique, férulique et sinapique.
Schéma 57 - Biosynthèse de la lignine.
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Ainsi dans ses premiers travaux, l’équipe a développé la synthèse de dérivés analogues
de ces acides à savoir les dérivés phosphonocinnamiques. Puis en s’inspirant de systèmes
dimères de type aryl-aryl présents dans la lignine, elle a conçu et synthétisé des composés
issus de la bisvanilline fonctionnalisée de façon symétrique ou dissymétrique.
J’exposerai brièvement ces deux volets avant de présenter la suite des travaux développés
pendant ma thèse.
2.1. Synthèse des dérivés monophosphonocinnamiques
2.1.1. Synthèse des diesters monophosphonocinnamiques
En 1999, une méthode de synthèse de dérivés phosphonocinnamiques utilisant la
condensation de Wadsworth-Emmons entre un benzaldéhyde substitué et le
méthylènediphosphonate de tétraéthyle (2,06 éq.) a été mise au point au laboratoire en
présence de LDA généré in situ à basse température, le phosphonodiester correspondant A a
été obtenu avec un rendement global de 67 %.91
Schéma 58 - Synthèse du diester phosphonosinapique A
par réaction de Wadsworth Emmons.
2.1.2. Synthèse des dérivés fluorophosphonocinnamiques
Le produit fluoré a été obtenu en quatre étapes. Dans un premier temps l’hydroxyle
phénolique en position 4 est protégé par réaction avec le chlorure de tertiobutyldiphénylsilane
91 Kennedy, K., Baltas, M., Douglas, K.T., Duran, H., Embrey, K.J., Giraudon, J.G., McKie, J.H., Grima-
Pettenati, J., Gorrichon, L., J. Enzyme Inhibition., 1999, 14, 217-237.
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TBDPSCl en milieu basique (imdazole, N,N-diméthylaminopyridine DMAP) dans DMF,
dans un deuxième temps le phosphonodiester est activé sur forme de chlorure par traitement
avec du chlorure d'oxalyle pur. Enfin, le complexe Et3N*HF utilisé dans le THF anhydre
permet d’obtenir le dérivé fluorophosphonocinnamique correspondant B. Ainsi, une nouvelle
méthode de fluoration douce par utilisation du complexe Et3N*HF a été mise au point et
brevetée.92
Schéma 59 - Obtention du dérivé " fluorophosphonosinapique " B.
Le phosphonodiester A et le dérivé fluorophosphonosinapique B obtenus au
laboratoire ont été testés pour leur capacité à inhiber l’oxydation des LDL et leur effet
protecteur vis-à-vis de la toxicité des LDLox sur les cellules endothéliales. Ils ont présenté les
propriétés duales antioxydantes et cytoprotectrices recherchées très intéressantes.93
Les mêmes synthèses ont été réalisées à partir de la vanilline et du para-
hydroxybenzaldéhyde pour obtenir les dérivés phosphorés correspondants et vérifier le rôle de
la substitution du noyau aromatique sur l’activité antioxydante. Ainsi l’équipe a mis en
évidence que la présence de deux groupements méthoxy en ortho de l’hydroxyle phénolique
améliore les propriétés antioxydantes. Ceci peut s’expliquer par le fait que le radical
phénolique formé lors de l’oxydation, est stabilisé par les deux groupements méthoxy
adjacents.
92 Baltas, M., Bedos-Belval, F., Duran, H., Negre-Salvayre, A., Lapeyre C., PCT/WO 2006/037869 (13/04/06).
93 (a) Lapeyre, C., Delomenède, M., Bedos-Belval, F., Duran, H., Nègre-Salvayre, A., Baltas, M., J. Med. Chem.,
2005, 48, 8115-8124. (b) Delomenède, M., Bedos-Belval, F., Duran, H., Vindis, C., Baltas, M., Nègre-Salvayre,
A., J. Med. Chem. 2008, 51, 3171-3181.
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Schéma 60 - Efficacité des antioxydants.
Constatant l’importance de la double substitution (OMe), des systèmes un peu plus
complexes qui utilisent une brique moléculaire de type aryl-aryl possédant toujours des
groupements méthoxy en position ortho du OH phénolique ont été conçus (Schéma 61).
Schéma 61 - Brique moléculaire de type aryl-aryl.
2.2. Synthèse de dimères
Le motif de base qui a été choisi fut celui de la bisvanilline. Cette brique moléculaire
permet de conserver une activité antioxydante par la présence des groupements phénols. De
plus, les deux fonctions aldéhydes présentes ont été fonctionnalisées pour construire des
systèmes symétriques et/ou dissymétriques α,β-insaturés. Des conditions de
fonctionnalisations simples et efficaces ont été recherchées, l’objectif étant l’obtention
d’agents présentant des activités antioxydantes et cytoprotectrices bien meilleures que dans le
cas des monomères.
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Schéma 62 - Composés cibles envisagés.
Au cours du travail précédent, les études ont porté sur la synthèse de dimères
bisphosphorés symétriques D(2 P-OEt), F(2F) et dissymétriques E (P-OEt et P-F).
2.2.1. Synthèse du bisphosphonodiester, mono et bisphosphonofluoridoates
Après la synthèse de la bisvanilline protégée qui sera détaillée dans ce chapitre, une
double condensation de Wadsworth-Emmons (Schéma 63) est mise en œuvre selon les
conditions mises au point pour les monomères.
La synthèse des monomères nécessitait 2 équivalents de méthylènediphosphonate de
tétraéthyle. Dans le cas présent, 4,5 équivalents sont nécessaires. L’anion formé par action du
LDA généré in situ, réagit ensuite sur la bisvanilline protégée 2. L’intermédiaire formé subit
alors une réaction d’élimination thermique et conduit au composé C avec un rendement de
86 %.
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Schéma 63 - Synthèse des dérivés "bisphosphorés" symétriques et dissymétriques.
La déprotection des hydroxyles phénoliques du composé C a été réalisée par
l’utilisation du complexe Et3N*HF dans le THF anhydre pendant 1 h à température ambiante.
Après purification sur gel de silice, le composé D est obtenu avec 57 % de rendement.
A partir du composé C, la fluoration des deux fonctions phosphonodiesters a été
réalisée dans les mêmes conditions que pour l’obtention de D, après une activation par
chloration en présence de chlorure d’oxalyle (6 équivalents) dans le dichlorométhane avec un
rendement global de 52%. La synthèse du "phosphonodiester-phohphonofluoridoate" E a
nécessité l’optimisation de la réaction de chloration. Aussi 4,5 équivalents de chlorure
d’oxalyle sont nécessaires pour fluorer sélectivement un seul phosphonodiester et ceci avec le
meilleur rendement possible soit un rendement global de 35%.
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3. Résultats et discussions
3.1. Synthèse de la bisvanilline protégée
La bisvanilline 1 est synthétisée par couplage oxydant. Ainsi, l'utilisation du persulfate
de sodium en présence catalytique de sulfate de fer en milieu aqueux, permet de dimériser la
vanilline en position ortho par rapport à l'hydroxyle phénolique.
Schéma 64 - Synthèse de la bisvanilline 1.
La vanilline est mise en réaction dans l'eau puis chauffée à 50 °C pendant 5 jours.
L'avancement de la réaction est suivi par chromatographie sur couche mince jusqu'à la
disparition totale de la vanilline. Après une étape de purification par solubilisation en milieu
basique suivi d'une précipitation en milieu acide, nous obtenons la bisvanilline 1 pure avec un
rendement de 95 %.
Le rendement de cette synthèse a été amélioré de 20 % par augmentation du temps de
réaction de 20h à 5 jours par rapport aux résultats publiés.94
Le mécanisme de cette réaction est proposé dans le schéma suivant :
94 Roblin, J.P., Synthèse de modèles oligomériques de lignines et graffage sur support solide. Etude de leurs
propriétés physicochimiques et de leur lipophilie. Université Paul Sabatier. Toulouse., 1998.
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Schéma 65 - Mécanisme du couplage oxydant par le fer.
Les réactions mises en jeu ultérieurement seront la plupart du temps effectuées en
milieu basique incompatible avec la présence d'hydroxyles libres. En effet, la déprotonation
de l'hydroxyle phénolique pourrait entraîner une modification de la réactivité de la fonction
aldéhyde.
Par la suite, afin d’introduire le phosphonate, nous avons dû protéger comme
précédemment dans la synthèse des monomères, les hydroxyles phénoliques. Vu les
difficultés rencontrées pour introduire la protection tert-butyldiphénylsilyle TBDPS dues à un
encombrement stérique important, nous avons opté pour le tertiobutyldiméthylsilyle TBDMS
moins encombrant.
Schéma 66 - Protection de la bisvanilline 1.
Cette protection est réalisée dans le DMF en présence de chlorure de
tertiobutyldiméthylsilyle et d'imidazole, pendant 3 heures à température ambiante. Après
purification sur gel de silice, nous obtenons le composé 2 avec 70 % de rendement.
Ainsi, la bisvanilline protégée 2, obtenue en deux étapes avec un rendement global de
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67 %, servira de pivot pour la synthèse des dimères "phosphonate-hydrazones" à partir de
l’aldéhyde laissé libre dans la brique "phosphonate-aldéhyde" présenté dans ce manuscrit.
3.2. Synthèse du "phosphonate-aldéhyde"
La synthèse du "phosphonate-aldéhyde" 4 a nécessité de nombreux essais. Les
conditions optimales (Schéma 67) ont été mises au point en utilisant 1 éq. de LDA généré in
situ à partir du n-BuLi et de la diisopropylamine à - 78 °C pendant 30 min. Un équivalent
strict de méthylènediphosphonate de tétraéthyle est ensuite ajouté afin de former l'anion
correspondant qui réagit sur la bisvanilline protégé pendant 3h30 pour donner le composé 3
avec un rendement de 54 % en produit isolé.
Schéma 67 - Synthèse du "phosphonate-aldéhyde" 3.
La déprotection des hydroxyles phénoliques du monophosphonate 3 (Schéma 68) a été
réalisée par réaction avec le complexe Et3N*HF dans le THF pendant 1 h à température
ambiante. Après purification sur gel de silice, le composé 4 est obtenu avec 75 % de
rendement.
Schéma 68 - Déprotection du "phosphonate-aldéhyde" 3.
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3.3. Synthèse des hydrazones
Comme nous l’avons vu au début de ce chapitre, les hydrazones sont très largement
présentes dans les molécules d’intérêt biologique, et faciles à introduire à partir d’une
fonction aldéhyde. Les hydrazines utilisées pour ces synthèses ont été choisies avec soin pour
leur réactivité propre ou pour la nature du lien formé (hydrazones, hydrazides ou
pseudohydrazides).
3.3.1. Choix des hydrazines
Les hydrazines sélectionnées sont réparties en trois familles distinctes :
*Première famille : hydrazines aromatiques a, b et c
Elles permettront la formation d’un lien hydrazone simple. De plus, les différents
noyaux aromatiques sont substitués en position ortho et/ou para. Nous pourrons ainsi relever
les différences de comportements lors des tests d’activité antioxydantes. En effet, les atomes
de fluor et chlore possèdent des inductifs attracteurs qui appauvrissent le noyau aromatique
en électrons. Cette propriété pourrait impacter l’activité antioxydante souhaitée. Dans le cas
des hydrazines a et b, l’atome de fluor (chlore) en position ortho peut favoriser
l’établissement d’une liaison H avec l’atome d’hydrogène porté par l’azote 1 (schéma 69) ;
cette liaison modifie probablement la réactivité de la molécule.
Schéma 69 - Hydrazines de la première famille.
*Deuxième famille : d, e et f
L'aminoguanidine d, "pseudohydrazide" non aromatique possède un rôle antioxydant
lorsqu’elle est soumise à l’action des radicaux libres.95 Le benzothiazole e possède des
activités antiparasitaire et antibactérienne.96 L’hydralazine f sert de traitement contre
95 Panagiotopoulos, S., O’Brien, R.C., Bucala, R., Cooper, M.E., Jerums, G., J. Pharmacol., 1998, 124, 905-910.
96 (a) Caujolle, R., Liseau, P., Payard, M., Gayrl, P., Ann. Pharm. Fr., 1989, 47, 68-73. (b) Grandolini, G.,
Ambrogi, V., Rossi, C., Tiralti, M.C., Tuttobello, L., Eur. J. med. Chem., 1986, 21, 455-460.
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l’hypertension qui est un facteur favorisant le développement de l’athérosclérose et bloque
aussi la bioréactivité des LDLox et du 4-HNE.97
Schéma 70 - Famille des pseudohydrazides.
*Troisième famille : les hydrazides g, h et i choisies sont hétéroaromatiques. Elles
possèdent un noyau de type pyridine ou pyrazole. L’izoniazide g, est un antituberculeux de
première ligne, donc de toxicité connue.98
Dans l’hydrazine carboxylate de benzyle j, la fonction hydrazide est directement liée à
un groupement benzyloxy qui module donc l’action du lien hydrazones dans les propriétés
biologiques attendues.
Schéma 71 - Hydrazines de la troisième famille.
3.3.2. Synthèse des dimères possédant un lien hydrazone
Dans le but de valider l’utilisation du lien hydrazone pour améliorer les propriétés
antioxydantes et cytoprotectrices qui nous intéressent dans le cadre de la recherche de
nouveaux candidats antiathérogènes, nous avons dans un premier temps greffé l’hydralazine
et l’isoniazide, connues comme médicaments et donc exemptes de toxicité, sur le
"phosphonate-aldéhyde" et la bisvanilline. Les hydrazones obtenues ont été testées pour leurs
propriétés biologiques. Ces résultats préliminaires nous ont amenés à développer deux séries
de molécules de type "phosphonates-hydrazones" et bishydrazones.
97 Vindis, C., Escargueil-Blanc, I., Elbaz, M., Marcheix, B., Grazide, M.H., Uchida, K., Salvayre, R. Nègre-
Salvayre, A., Circ. Res., 2006, 98, 785-792.
98 Thomas, C., Ivan, M.M., Solon, J.G.E., David, D., Stefan, L., Arch. Pharm., 2002, 335, 511-525.
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3.3.2.1. Phosphonate-hydralazine et phosphonate- isonazide
L’aldéhyde 4 est mis en présence d’un équivalent strict d’hydrazine dans l’éthanol à
reflux (Schéma 72). L’avancement de la réaction est suivi par chromatographie sur couche
mince jusqu’à disparition des produits de départ. Après 4 h de réaction, l’éthanol est éliminé
par évaporation et le brut est filtré sur gel de silice. Les "phosphonate-hydrazone" 5f et 5g
sont obtenus avec 81 et 98 % de rendement respectivement.
Schéma 72 - Synthèses des "phosphonate-hydrazone" 5f et 5g.
3.3.2.2. Extension de la série
Le "phosphonate-aldéhyde" et les hydrazines sont mises en réaction dans l’éthanol à
reflux. Les "phosphonates-hydrazones" sont obtenus purs par une simple filtration après
retour du milieu réactionnel à température ambiante ou par purification sur gel de silice.
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Schéma 73 - Synthèse de "phosphonate-hydrazones".
Ces réactions très simples ont été réalisées en ballon et également grâce à l’utilisation
d’un automate de synthèse.
Dans le cadre de mes travaux de thèse, j’ai eu l’opportunité de réaliser ces synthèses à
l’aide d’un automate de synthèse, pour obtenir les différentes séries de composés avec un
gain réel de temps.
Automatisation au laboratoire
Les industries chimiques et
pharmaceutiques subissent une
pression croissante pour augmenter
leur efficacité et fournir rapidement de
plus en plus de résultats.
L'automatisation devient donc une
solution évidente.
Dans le cadre des recherches
concernant l'application des techniques
d'automatisation et des méthodes
d'optimisation, nous avons choisi l'automatisation et l'optimisation de la synthèse
d'hydrazones, qui sont des molécules d’intérêt de par leurs propriétés antioxydantes.
L’automate permet de réaliser de nombreuses manipulations, dont la pesée et la
distribution de réactifs solides. La flexibilité du système repose sur un logiciel simple
permettant l'intégration d'une large gamme d'opérations, ainsi qu'une adaptation ultérieure afin
de prendre en charge les évolutions ou les changements d'applications du laboratoire.
Accelerator SLT 106 commercialisé par la société Chemspeed est un automate de
synthèse entièrement piloté par ordinateur et qui permet d'intégrer une multitude d'accessoires
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et de périphériques pour la réalisation de synthèses organiques. Accelerator SLT 106 apporte
tous les avantages de l'automatisation : reproductibilité, gain de temps opérateur, traçabilité.
Caractéristiques techniques :
- Volume de 2 mL à 100 mL.
- Température : de -20°C à 120 °C
- Chauffage par bain thermostaté à circulation.
- Contrôle de la vitesse d'agitation.
Les "phosphonates -hydrazones" ont été obtenus avec des rendements variables selon
l’hydrazine utilisée, les résultats sont présentés dans le tableau 2.









88% 20% - 86% 56 % 8% 61 % 89% 60% 60%
Tableau 2 - Comparaison des rendements de synthèse des "phosphonate-hydrazones".
On remarquera que les rendements des synthèses effectués en ballon sont meilleurs
que les rendements obtenus par synthèse automatisée. Ceci s’explique par le fait que la prise
en main d’appareil aussi sophistiquée est délicate. Malgré une programmation rigoureuse, il
est toujours difficile d’anticiper la délivrance complète de la totalité de la quantité de matière
pesée dans le réacteur.
3.3.2.3. Synthèse des dimères symétriques "bis-hydrazones"
La synthèse des hydrazones 6a-j est effectuée à partir de la bisvanilline 1. Deux
équivalents stricts d’hydrazines sont utilisés pour éviter les problèmes de purification
ultérieure. La bisvanilline 1 et les hydrazines sont mises en réaction dans l’éthanol à reflux.
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Selon les cas, les hydrazones 6a-j sont isolées par filtration et purifiées par
recristallisation ou isolées par évaporation du solvant et purifiées sur gel de silice.
Schéma 74 - Synthèse des "bis-hydrazones".
Les "bis-hydrazones" sont obtenues avec des rendements variables selon l’hydrazine
utilisée. Comme lors de la synthèse des "phosphonate-hydrazones", ces synthèses ont été
automatisées et les rendements des réactions en ballon et à l’automate sont présentés dans le
tableau ci-dessous.





61 % 12 % 50% 91% 77% 72% 77% 97% 97% 95%
Expérience
En réacteur
13 mL Rdt %
33% 29 % 38 % 74 % 51 % 68 % - 79 % 57 % 61 %
Expérience
En réacteur
75 mL Rdt %
25 % 8 % 32 % 96 % 52 % 85 % 77 % 75 % 65 % 68 %
Tableau 3 - Comparaison des rendements des "bis-hydrazones".
Dans ce cas, j’ai utilisé deux types de réacteurs pour l’automate (13 mL et 75 mL). Les
rendements varient entre 8-96% et sont globalement moins bons que les rendements obtenus
lors des réactions effectuées en ballon pour les raisons évoquées précédemment.
Les dimères symétriques et dissymétriques d’hydrazones présentent des activités
biologiques très différentes qui seront détaillées dans le chapitre valorisation biologique. Dans































biologique ; il est apparu plus simple de travailler à partir de monomères issus du couplage
entre le syringaldéhyde et les différentes hydrazones. En effet, les tests physicochimiques
utilisés nécessitent l’usage de la spectroscopie ultra violet et les spectres UV des monomères
sont plus simples et donc plus faciles à utiliser.
3.3.3. Synthèse des mono-hydrazones
La synthèse des mono-hydrazones est effectuée à partir du syringaldéhyde par
couplage avec un équivalent strict des différentes hydrazines précédemment choisies. Les
condensations sont réalisées sans protection préalable de l’hydroxyle phénolique et dans
l’éthanol à reflux.
Schéma 75 - Synthèse des mono-hydrazones.
L’avancement des réactions est suivi par CCM jusqu'à disparition du syringaldéhyde.
Les mono-hydrazones sont obtenues avec de bons rendements (47-97%) après une filtration
/recristallisation ou une évaporation et purification sur gel de silice. Les conditions
expérimentales sont présentées dans le tableau 4.
composé 7a 7b 7c 7d 7e 7f 7g 7h 7i 7j
R
temps 4h 24h 3j nuit 7h 7h 6h nuit 24h 5j
Rdt% 48% 82% 47% 86% 97% 75% 97% 89% 64% 90%
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3.3.4. Caractérisations spectroscopiques
3.3.4.1. Etude en infrarouge
La spectrophotométrie infra-rouge (IR) est une des méthodes les plus significatives
pour caractériser des composés possédant une fonction hydrazone C=N.99 A ce titre, toutes les
hydrazones synthétisées au cours de ce travail ont fait l’objet d’analyses par
spectrophotométrie IR. Je présenterai de façon détaillée dans ce manuscrit, le spectre IR de
l’hydrazone 7a réalisé dans le KBr à titre d’illustration (Figure 9). Nous pouvons observer
l’apparition d’une bande d’absorption de forte intensité qui correspond à la liaison C=N de
l’hydrazone à 1607 cm-1. Le spectre présenté montre également deux bandes à 3430 cm-1 et
vers 1104 cm-1. La première (3430 cm-1) est attribuable à une vibration de la liaison NH, la
seconde (1104 cm-1) est caractéristique de la liaison C-F. Comme attendu, aucune bande de
vibration C=O attribuable au syringaldéhyde utilisé comme réactif (1673 cm-1) n’est détectée.
Figure 9 - Spectre IR de l’hydrazone7a dans le KBr.
Toutes les hydrazones synthétisées au cours de ce travail ont été caractérisé de la
même façon (cf partie expérimentale).
3.3.4.2. Confirmation par une analyse aux rayons X de la structure cristalline des
hydrazones 7a et 7c
La structure de l’hydrazone 7a a été déterminée par RMN puis confirmée par l’analyse
aux Rayons X.
99 Mudretsova, I., Mertsalov, S. L., Chem. Heterocycl. Compd., 1975, 11, 1410-1413.
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Dans cette maille cristalline de système monoclinique, on distingue, quatre molécules
disposées parallèles deux à deux. Les deux molécules en parallèle sont en position tête bèche
l’autre par rapport à l’autre.
Figure 10 - Maille cristalline de l’hydrazone 7a.
Dans cette structure, les atomes de fluor évoluent entre deux positions limites à cause
d’une vibration plus importante de la liaison C-F.
Figure 11 - Structure aux Rayons X de l’hydrazone 7a.
Les 2 cycles aromatiques d’une même molécule se situent quasiment dans le même
plan. En effet, l’angle mesuré entre le plan C(11)-C(10)-C(15) et le plan C(5)-C(4)-C(3) est
de 8,02°. Le noyau phénol et la liaison hydrazone se trouvent dans le même plan. Ils
présentent un angle de mesuré entre C(6)-C(5)-C(4) et C(9)-N(1)-N(2) de 3,31° et un angle de
torsion mesuré entre C(5)C(4) et C(9)N(1) de -2,50°. Le noyau aromatique portant le
groupement -CF3 et la liaison hydrazone forment un angle mesuré entre C(10)-C(11)-C(15)
et C(9)-N(1)-N(2) de 6,72° et un angle de torsion entre C(15)C(10) et N(2)N(1) de -7,70°. La
structure est donc quasi plane.
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De la même façon, la structure de l’hydrazone 7c établie par RMN a pu être confirmée
par diffractions au rayon X.
Dans cette maille cristalline de système monoclinique, on distingue, également quatre
molécules disposées parallèles deux à deux. Les deux molécules en parallèle sont en position
tête bèche l’autre par rapport à l’autre.
Figure 12 - Maille cristalline de l’hydrazide 7c.
Les cycles aromatiques d’une même molécule ne sont pas tout à fait dans le même
plan. En effet, l’angle mesuré entre C(11)-C(10)-C(15) et C(5)-C(4)-C(3) est de 12,72°. Le
noyau phénol et la liaison hydrazone présentent un angle entre C(5)-C(4)-C(3) et C(9)-N(1)-
N(2) de 6,83° et l’angle de torsion mesuré entre C(5)C(4) et C(9)N(1) de 6,61°. Le noyau
aromatique portant l’atome de fluor et la liaison hydrazone forme un angle mesuré entre
C(10)-C(11)-C(15) et C(9)-N(1)-N(2) de 10,81° et un angle de torsion entre C(11)C(10) et
N(2)N(1) de -14,06°.
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Les molécules synthétisées au cours de ce travail de thèse ont été exploitées pour
leurs activités antioxydantes. Une collaboration avec le groupe du Dr A. Salvayre (INSERM
I2MR 858, IFR 31 CHU Rangueil) a permis d’étudier l’action de ces composés sur
l’oxydation des LDL considérée comme la première étape dans le processus de
développement de l’athérosclérose.
Après une introduction décrivant tous les tests réalisés, je présenterai les résultats
obtenus pour les dimères puis j’exposerai les résultats pour les monomères.
1. Les différents tests utilisés
1.1. Effet des agents protecteurs sur l’oxydation des LDL
Lors de ce test, des LDL natives sont mises au contact de cellules endothéliales
humaines HMEC, en présence des agents à étudier.
La capacité des molécules synthétisées à empêcher l’oxydation des LDL par les
cellules est alors mesurée. Le taux d’oxydation de ces LDL est déterminé par le dosage des
TBARS (substances réagissant avec l’acide thiobarbiturique) selon la méthode de Yagi.100
Les résultats sont exprimés en pourcentage de TBARS formés dans le contrôle négatif
(LDL oxydées par les cellules sans agents antioxydants, soit 100 % d’oxydation).
Schéma 76 - Structure de l’acide thiobarbiturique.
100 Yagi, K., Chem. Phys. Lipids., 1987, 45, 337-351.
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1.2. Cytotoxicité des LDLox
Lors de ce test, des LDL préalablement oxydées sont mises au contact des cellules
endothéliales, en présence des agents à étudier. En effet, les LDLox sont très toxiques et sont
capables de provoquer l’apoptose (mort cellulaire programmée pendant le développement ou
le maintien de l'équilibre d'un organisme) ou la nécrose (mort cellulaire issue d’accidents
traumatiques, suite à certaines pathologies ou lors de déficits métaboliques, et accompagnée
habituellement d'une réponse inflammatoire) des cellules endothéliales. La capacité des
composés synthétisés à bloquer la bioréactivité des LDLox est ainsi mesurée.
La viabilité cellulaire résiduelle est déterminée grâce à un test au MTT. Le MTT ou 3-
[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazoliumbromure est un sel de tétrazolium (jaune,
soluble) qui se transforme en formazan (bleu, insoluble) après réduction par des enzymes
cellulaires de la chaîne respiratoire dans les cellules vivantes.
Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules vivantes résiduelles par rapport
au contrôle positif (cellules endothéliales seules, soit 100 % de viabilité).
Schéma 77 - Réduction du MTT en formazan.
Pour le criblage général, les composés ont été testés selon ces deux protocoles. La
concentration des agents a été choisie à 10 μM. En effet, cette concentration représente le 
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meilleur compromis entre efficacité et dose utilisée comme démontré lors des études
antérieures menées au laboratoire.101
Les résultats du criblage concernant les effets antioxydants et la cytotoxicité résiduelle
seront présentés par famille, c'est-à-dire les dimères de type "phosphonate-hydrazone", les
dimères de type bis-hydrazones et enfin les hydrazones simples issues du couplage avec le
syringaldéhyde.
Schéma 78 - Les trois familles de molécules testées.
2. Les "phosphonates-hydrazones"
2.1. Effet antioxydant et cytotoxicité résiduelle
Les résultats de tous les composés testés à 10 µM sont reportés dans le tableau 5 et
comparés à deux antioxydants de références : le probucol, un antioxydant synthétique et l’-
tocophérol, un antioxydant naturel.
101 Lapeyre, C., Delomenède, M., Bedos-Belval, F., Duran, H., Nègre-Salvayre, A., Baltas, M., J. Med. Chem.,
2005, 48, 8115-8124.
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5a 18 ± 1 75 ± 2 7.31
5b 20 ± 2 60 ± 5 4.78
5c - - 4.78
5d 50 ± 1 75 ± 3 1.88
5e 30 ± 1 70 ± 2 5.32
5f 4 ± 0.1 61 ± 1 4.09
5g 67 ± 4 31 ± 1 2.45
5h 56 ± 1 50 ± 2 2.45
5i 80 ± 5 50 ± 3 2.72
5j 36 ± 2 65 ± 7 3.93
Probucol 10 ± 1 92 ± 11
α-tocophérol 55 ± 2 29 ± 3 
Tableau 5 - Activités antioxydantes et cytotoxicité résiduelle des "phosphonates-
hydrazones".
On peut remarquer que cette série présente des résultats très variés (4 à 80%
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Parmi les "phosphonates-hydrazones " halogénés (5a-c), les résultats sont globalement
comparables, le meilleur étant le composé 5a (18% d’oxydation). Cette valeur comparée à
celle du probucol et de l’α-tocophérol indique qu’on est en présence d’un bon antioxydant. 
D’autre part, la viabilité cellulaire est évaluée à 75% (test MTT), valeur inférieure à celle du
probucol mais bien supérieure à celle de l’ α-tocophérol. Elle est donc considérée comme 
bonne.
Le deuxième groupe de "phosphonates-hydrazones" (5d-f) de structure chimique plus
variable montre que seul le composé 5f présente des propriétés intéressantes. En effet, il
possède une activité antioxydante très puissante (4% d’oxydation) et la viabilité cellulaire
(61%) reste convenable même si elle est inférieure à celle du probucol.
Enfin, les molécules du dernier groupe (5g-j), possédant dans leur structure une
fonction carbonyle hydrazone présentent dans leur ensemble des activités antioxydantes
faibles. La viabilité cellulaire est également très moyenne (31 à 65%).
Le meilleur de cette série est le composé 5j avec 36% d’oxydation et une viabilité
cellulaire de 65%. Ces activités biologiques moyennes sont malgré tout supérieures à celle de
l’α-tocophérol. 
Par tous ces "phosphonates-hydrazones, le composé 5f qui possède un greffon
hydralazine, affiche les meilleurs résultats. Le motif hydralazine apparait donc important pour
l'activité recherchée.
2.2. Effet cytoprotecteur
Lors de ce test, des LDL préalablement oxydées sont mis au contact des cellules
endothéliales en présence des différents agents à tester. Leur capacité à protéger les cellules
contre la toxicité des LDLox est déterminée grâce à un test au MTT.
Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules vivantes résiduelles par rapport
au contrôle positif (cellules endothéliales seules, soit 100 % de viabilité) et les agents sont
testés à 3 concentrations différentes (1, 10 et 100µM).
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Figure 14 - Cytoprotection des "phosphonates-hydrazones" contre la toxicité des LDLox
mesurée par le test au MTT.
Comme présenté dans le diagramme ci-dessus, l’effet dose est remarquable :
l’efficacité de la protection des agents croît avec la concentration utilisée, excepté pour les
composé 5a et 5i. En effet, pour le "phosphonate-hydrazone" 5a, la concentration la plus
efficace est de 10µM (55%) et on observe une baisse significative de viabilité cellulaire
lorsque l’agent est testé à 100µM (30%) ; ce qui laisse apparaître une toxicité non négligeable
à haute concentration. Concernant le "phosphonate-hydrazone" 5i, la viabilité cellulaire est la
même que l’agent soit testé à 10 ou 100µM. Cela montre également une toxicité du composé
5i à haute concentration, même si celle-ci est moins importante que dans le cas de 5a.
Les agents 5b, 5e et 5j sont les meilleurs cytoprotecteurs de la série. En effet, les
"phosphonates-hydrazones" 5b et 5j protègent les cellules endothéliales de la toxicité des
LDLox même lorsqu’ils sont utilisés à une concentration de 1µM (45% de viabilité cellulaire
à comparer à une viabilité cellulaire de 18% en l’absence d’agents). La viabilité cellulaire
passe à 65% lorsqu’on teste les composés à 10µM et croît respectivement jusqu’à 85 et 80%.
Pour le "phosphonate-hydrazone" 5e, la protection est lègèrement meilleure à basse
concentration (50% à 1µM) mais elle augmente de façon moins significative que pour les
composés 5b et 5j, laissant apparaitre une lègère toxicité intrinsèque (55% à 10µM et 70% à
100µM).
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Enfin, les "phosphonates-hydrazones" 5d et 5h ont une activité cytoprotectrice très
moyenne (viabilité cellulaire aux environs de 40% à une concentration de 10µM). L’effet
dose est plus marqué dans le cas de l’agent 5h.
3. Les "bis-hydrazones"
3.1. Effet antioxydant et cytotoxicité résiduelle
Comme pour les "phosphonates-hydrazones", les propriétés antioxydantes des "bis-
hydrazones" et la cytoxicité résiduelle ont été évaluées à une concentration en agents de
10µM. Les résultats sont reportés dans le tableau 6.
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6a 85 ± 2 45 ± 5 10.91
6b 90 ± 3 25 ± 3 5.85
6c 5 ± 0.2 93 ± 2 5.85
6d 55 ± 2 50 ± 4 0.05
6e 10 ± 2 100 ± 18 6.92
6f (BVH) 3 ± 0.2 82 ± 8 4.47
6g 117 ± 20 17 ± 1 1.18
6h 80 ± 3 20 ± 2 1.18
6i 60 ± 1 25 ± 2 1.73
6j 5 ± 1 100 ± 12 4.16
Probucol 10 ± 1 92 ± 11
α-tocophérol 55 ± 2 29 ± 3 
Tableau 6 - Activités antioxydantes et cytotoxicité résiduelle des "bis-hydrazones".
HN NH2
.HCl
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Dans la famille des dimères symétriques, les résultats obtenus sont très disparates.
Parmi les "bis-hydrazones" halogénées (6a-c), seul le dérivé 6c portant un groupement
para-fluorophényle présente une forte activité antioxydante (5% d’oxydation) et la viabilité
cellulaire est excellente (93%), les deux autres ne présentant pas d’activité.
Dans le deuxième groupe de composés de structure "pseudohydrazide" (6d-f), définis
comme tels car présentant un lien proche du lien hydrazide, les dérivés 6e et 6f présentent des
propriétés intéressantes. En effet, 6e et 6f ont une activité antioxydante très puissante (10 et 3
% d’oxydation respectivement) et la viabilité cellulaire est à hauteur de celle du probucol de
référence.
Enfin, le troisième groupe possédant une fonction carbonylhydrazone montre des
résultats très médiocres excepté pour le composé 6j porteur d’un groupement
benzyloxycarbonyle. En effet, l’agent 6j montre des effets antioxydants du même ordre de
grandeur que les agents 6e et 6f, la viabilité cellulaire étant toujours très bonne.
Ainsi dans cette famille de dix "bis-hydrazones", nous relevons quatre composés
possédant des effets antioxydants très marqués :
- 6c portant un groupement para-fluorophényle
- 6e comportant un groupement benzothiazole
- 6f possédant un greffon hydralazine
- 6j portant un groupement benzyloxycarbonyle
3.2. Effet cytoprotecteur
Comme pour les "phosphonates-hydrazones", la capacité cytoprotectrice des
différentes "bis-hydrazones" contre la toxicité des LDLox est évaluée à 3 concentrations (1,
10, et 100 µM) et présentée dans le diagramme ci-dessous. Les résultats sont exprimés en
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pourcentage de cellules vivantes résiduelles par rapport au contrôle positif (cellules
endothéliales seules, soit 100 % de viabilité).
Figure 15 - Cytoprotection des "bis-hydrazones" contre la toxicité des LDLox mesurée par
le test au MTT.
Ce diagramme montre un effet dose plus ou moins marqué excepté pour la bis-
hydrazone 6g. Les agents protègent mieux les cellules de la toxicité des LDLox à forte
concentration. Ensuite, à la concentration de 10µM (concentration de référence pour le
criblage de l'effet antioxydant des agents), on remarque que seule la bis-hydrazone 6a protège
efficacement les cellules de la mort cellulaire induite par les LDLox. La viabilité cellulaire
atteint au mieux 50% du contrôle avec les autres bis-hydrazones (à 10µM). Elle est
particulièrement faible, à la hauteur de la viabilité cellulaire obtenue uniquement en présence
de LDLox, avec le composé 6g.
Concernant les agents 6a-b, on remarque que la viabilité cellulaire est supérieure (6b)
voir largement supérieure (6a) à celle du contôle lorsqu'ils sont utilisés à une concentration de
100µM. Nous pouvons en conclure que ces deux agents et plus particulièrement la bis-
hydrazone 6a sont mitogènes.
Parmi toutes les molécules dimères "phosphonates-hydrazones" et "bis-hydrazones", la
"bishydralazine" 6f ou BVH présente de très bons résultats (3% d’oxydation et 82% de
viabilité cellulaire à 10µM), aussi nous avons choisi de poursuivre les investigations sur le
plan biologique pour tenter de mieux comprendre son mode d’action.
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Ainsi, les résultats concernant la "bishydralazine" 6f sont présentés dans le paragraphe
suivant.
4. "La bis-hydralazine" 6f ou BVH
Les propriétés antioxydantes de BVH ont été à nouveau évaluées et comparés avec les
effets antioxydants de ses précurseurs (lors de sa synthèse chimique) : l'hydralazine (Hdz) et
la bisvanilline (BV). Nous avons déterminé leur capacité à bloquer l'oxydation des LDL
induite soit par le cuivre (CuSO4) soit par contact des LDL avec les cellules endothéliales
HMEC-1.
Tableau 7 - Activités antioxydantes et cytotoxicité résiduelle de BVH, Hdz et BV.
Ce tableau montre clairement que seule BVH possède une activité antioxydante. Elle
empêche l’oxydation des LDLs quelque soit le mode d’induction de cette oxydation (Cu (II)
Sans HMEC-1
(CuSO4,5 μM) 









Contrôle 0 ± 5 0 ± 5 100 ± 5
LDLox par cellules 100 ± 5 100 ± 5 15 ± 5
BVH 12 ± 4 8 ± 7 95 ± 6
Hydralazine (Hdz)
53 ± 8 52 ± 9 75 ± 8
Bisvanilline (BV)
67 ± 6 80 ± 7 37 ± 9
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ou HMEC-1) et ceci dans des proportions similaires. La bisvanilline et l’hydralazine seule
protège peu contre cette oxydation. Concernant la bisvanilline, la viabilité cellulaire médiocre
est en accord avec sa faible activité antioxydante. En effet, elle n’empêche pas ou peu la
formation des LDLox très toxiques pour les cellules. Par contre, l’hydralazine exerce une
certaine cytoprotection car malgré une activité antioxydante moyenne (52% d’oxydation) la
viabilité cellulaire n’est pas trop basse (75%).
Ce tableau présente des activités antioxydantes pour une concentration donnée
d’agents (5 ou 10µM), dans le paragraphe suivant nous discuterons de l’évolution de ces
effets en fonction de la concentration de BVH.
4.1. Effet de BVH sur l’oxydation des LDL par le cuivre.
Comme le montre la figure 16, la BVH protège les LDL de l’oxydation par le cuivre
dès 1μM. Son efficacité est maximale à une concentration de 5µM. Par contre, la bisvanilline 
n’a aucune activité antioxydante quelle que soit la concentration utilisée. L'hydralazine
présente un léger effet antioxydant à 5µM, qui n’est cependant pas comparable à celui de
BVH dans les mêmes conditions de concentration.
Figure 16 - BVH empêche l'oxydation des LDL par le cuivre.
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4.2. Effet de BVH sur l’oxydation des LDL induite par les cellules
endothéliales.
Les résultats (effet antioxydant et cytotoxicité résiduelle) de BVH et de ses précurseurs
sont reportés dans la figure 17.
Figure 17 - BVH inhibe l'oxydation des LDL induite par les cellules.
On peut remarquer ici encore que seule la BVH présente des propriétés intéressantes.
En effet, elle a une activité antioxydante très puissante (8 % d’oxydation à 5µM et 3%
à10µM) et une bonne activité cytoprotectrice (82% de viabilité cellulaire à 5µM et 95% à
10µM). Par contre l'hydralazine et la bisvanilline présentent des activités antioxydantes et
cytoprotectrices faibles par rapport à la BVH.
Ainsi, les résultats ci-dessus indiquent que la BVH est un bien meilleur antioxydant
que l'hydralazine et la bisvanilline, comme le démontre son effet fortement inhibiteur sur
l'oxydation des LDL induite par le cuivre dans un système acellulaire, ou par contact avec les
cellules endothéliales HMEC-1, et ceci dès 5µM. La viabilité cellulaire varie de façon
inversement proportionnelle à l’effet antioxydant.
4.3. Inhibition de la génération d’anion superoxide par BVH.
Nous avons également vérifié la capacité de BVH à inhiber la libération extracellulaire
de l’anion superoxyde O2●- qui est impliqué dans l'oxydation des LDL en milieu
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extracellulaire.102 La réduction du cytochrome C reflète la génération de l’anion superoxyde.
Aussi cette réduction est déterminée par spectrophotométrie à 550nm en présence et en
absence de SOD.
La figure 18 montre que BVH inhibe la libération d’O2●- dès 1µM, et de façon plus
efficace encore si on l’utilise à 5µM, ceci en accord avec le fait que l’inhibition de la
peroxydation lipidique réduit la toxicité ultérieure des LDL.
En comparaison, l’effet inhibiteur de l’hydralazine est inexistant à 1µM et beaucoup
plus faible que BVH à 5 µM. Des concentrations supérieures à 10 µM sont nécessaires pour
observer un effet similaire contre la génération d'O2●-, l’oxydation des LDL, et la toxicité
consécutive. Il faut noter que l'hydralazine empêche la génération d'O2●- à une concentration
notablement plus élevée (50 μM) que BVH et que la bisvanilline n’exerce aucune action
protectrice contre la génération d'O2●- quelle que soit la concentration utilisée.103
Figure 18 - Effet inhibiteur de BVH contre la génération d’O2●-.
102 Duval, C., Cantero, A.V., Auge, N., Mabile, L., Thiers, J.C., Negre-Salvayre, A., Salvayre, R., Free. Radic.
Biol. Med., 2003, 35, 1589-1598.
103 Galvani, S., Coatrieux, C., Elbaz, M, Grazide, M.H., Thiers, J.C., Parini, A., Uchida, K., Kamar, N.,
Rostaing, L., Baltas, M., Salvayre, R., Nègre-Salvayre, A., Free. Radic. Biol. Med., 2008, 45, 1457-1467.
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4.4. Inhibition de la carbonylation des protéines.
Les piégeurs de carbonyles tels que les dérivés d’hydrazine (ex : Hdz), sont capables
de prévenir la formation d’adduits d’aldéhydes sur les protéines cellulaires et l’augmentation
du taux de protéines carbonylées, qui reflètent l’extension du stress cellulaire carbonylé.
Nous avons cherché à savoir si BVH exerce une activité piégeur de carbonyles
indépendante de ses propriétés antioxydantes. Pour cela, nous avons évalué la capacité de
BVH à inhiber l’augmentation du taux de protéines carbonylées induites par les LDLox (LDL
préoxydées en l’absence de BVH). Cette expérience a été réalisée avec deux contrôles : sans
LDLox, le taux de carbonylation est de 100%, avec LDLox le taux croit à 150%. La figure 19
montre que BVH utilisée à une concentration de 5µM prévient l’augmentation du taux de
protéines carbonylées intracellulaires. On observe un retour du taux de protéines carbonylées
à une valeur qui est même inférieure à celle obtenue en l’absence de LDLox. Il faut noter
également que les précurseurs bisvanilline (BV) et hydralazine (Hdz) sont totalement
inefficaces dans les mêmes conditions.
Figure 19 - Effet inhibiteur de BVH contre la carbonylation des protéines.
Après cette étude poussée sur la capacité antioxydante de BVH et ses propriétés
piégeurs de carbonyles, nous nous sommes intéressés à son rôle potentiel dans le processus
d’apoptose.
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4.5. Rôle de BVH dans l’apoptose.
Dans un premier temps, nous avons étudié son aptitude à bloquer la signalisation
apoptotique des LDLox. Pour cela, nous avons mis en œuvre une révélation du relargage du
cytochrome C dans le cytosol.
Le cytochrome C est une petite protéine hème d’environ 12 kDaltons associée à la
membrane interne de la mitochondrie. Cette protéine soluble, à l'inverse des autres
cytochromes est un composant essentiel de la chaîne respiratoire.
Il prend une part active dans l'apoptose. En effet, lorsque la voie apoptotique
mitochondriale est activée (Schéma 79), des mégapores se créent, permettant le passage du
cytochrome C dans le cytosol. Il déclenche alors une cascade de réactions qui aboutissent à
l'activation de caspases, protéines directement responsables du phénomène apoptotique. On
aboutit ainsi à la création de l'apoptosome.
Schéma 79 - Voies apoptotiques Ca2+dépendantes activées par des LDLox chez HMEC.
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Les caspases sont un groupe de protéases à cystéine. Elles sont présentes dans le
cytoplasme sous forme inactive : les procaspases. Les procaspases vont ensuite être coupées
et dimérisées pour former les caspases actives. Ce sont des enzymes capables de cliver
d'autres protéines au niveau de sites spécifiques. Les caspases 1 à 18 sont impliquées dans le
phénomène d'apoptose et on distingue les caspases initiatrices des effectrices. Elles peuvent
être activées par différents signaux, aussi une caspase active est capable d'activer les autres
caspases.
La caspase 3 est la dernière enzyme de la signalisation de l’apoptose (la plus en aval),
ce qui explique son nom de "destructrice" ou "exécutrice". Elle agit directement sur l’ADN.
Sa proforme pèse 32 kDa. Lorsqu’elle est activée, elle se coupe et sa forme active pèse 17
kDa. C’est lorsque le cytochrome C est relargué dans le cytosol que la caspase 3 est activée.
La voie apoptotique passant par la caspase 3 est Ca-dépendante et il existe d’autres voies Ca-
dépendantes menant à l’apoptose et sans activation des caspases.
Bid est une protéine proapoptotique. Son activation est consécutive à son clivage. Bid
se situe en amont du cytochrome C alors que la caspase est en aval.
L’évaluation de la présence de ces protéines se fait par western blot. Cette technique
utilise l'électrophorèse sur gel de polyacrylamide pour séparer des protéines, préalablement
dénaturées, selon leur masse. Ces protéines sont ensuite transférées depuis le gel sur une
membrane (typiquement en nitrocellulose), où elles sont exposées à un anticorps spécifique
de la protéine d'intérêt. Il est possible ainsi de détecter la présence d'une protéine dans un
tissu, d'évaluer sa taille, sa concentration, les variations de cette concentration, effectuer des
comparaisons de concentrations entre différents groupes, etc.
Résultats
La figure 20 présente les résultats obtenus par western blot pour évaluer le relargage
du cytochrome C, la présence de Bid et de caspase 3. L’exploitation des résultats est
rigoureuse du fait de la bonne équilibration du gel, par la β-actine, (le dépôt de cette protéine 
identique pour chaque piste garantit la qualité du gel).
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Figure 20 - Evaluation du relargage du cytochrome C, de la présence de Bid et de caspase 3
par Western Blot.
Les pistes 1 et 2 servent de référence en présence et en absence de LDL oxydées. La
piste 2 confirme la toxicité des LDLox. En effet, on observe le relargage du cytochrome C
dans le cytosol, comme déjà rapporté dans la littérature.104 Les 3 agents évalués dans ce test
sont, la BVH, le trolox (Trol) utilisé comme référence (équivalent hydrosoluble de la
vitamine E) et l’hydralazine (Hdz). Nous pouvons remarquer que BVH protège bien les
cellules contre l’effet délétère des LDLox car il n’y a pas de relargage du cytochrome C (piste
3, figure 20).
Il est cependant important de noter que si cette voie apoptotique mitochondriale n’est
pas activée, il se peut tout de même qu’une autre voie indépendante du cytochrome C non
représentée sur le Schéma 79 (et non décelée par ce test) le soit.
L’effet protecteur des molécules BVH et Hdz dans l’apoptose peut être déterminé en
étudiant leur effet sur le clivage de Bid (en amont du cytochrome C), et sur l’activation de la
caspase 3 (qui se trouve en aval). Des expériences par western blot ont été réalisées et les
résultats obtenus sont présentés dans la figure 20.
Bid est une protéine proapoptotique et son activation est consécutive à son clivage. Sur
le gel, au niveau du témoin LDLox (piste 2), il est normal de ne rien voir car les LDLox
104 Vindis, C., Elbaz, M., Escargueil-Blanc, I., Auge, N., Heniquez, A., Thiers, J. C., Nègre- Salvayre, A.,
Salvayre, R., Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 2005, 25, 639-645.
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induisent un clivage de Bid. La figure 20 montre que BVH et Hdz protègent Bid de l’action
délétères des LDLox car la proforme est intacte.
La caspase 3 est également clivée lors de son activation par les LDLox. Le même
raisonnement peut être fait. BVH plus encore que l’hdz protège la caspase 3 du clivage par les
LDLox, puisqu’on observe parfaitement la proforme non dégradée.
L’agent BVH permet donc une bonne protection contre la toxicité des LDL oxydées
au niveau de protéines isolées. L’étape suivante a consisté à faire une étude in vivo pour
déterminer l’efficacité de BVH sur souris modèle.
4.6. Etude in vivo sur des souris apo E-/-
Le modèle le plus utilisé dans l'athérosclérose est la souris déficiente en
apolipoprotéine E (ApoE). Les souris ApoE-/- développent spontanément des plaques
d’athérosclérose quand elles sont soumises à un régime riche en graisses. L'apolipoprotéine E
est une protéine ubiquitaire, jouant un rôle dans le transport du cholestérol et des
phospholipides.
Nous avons évalué la capacité de BVH à prévenir ou ralentir la formation de la plaque
d’athérome chez des souris d'apoE-/-.
La BVH a été testée in vivo sur des souris apo E-/- mâles âgées de 4 semaines qui ne
présentent pas encore de plaques (traitement préventif). La dose journalière de 10 mg/kg/j est
administrée dans l’eau de boisson des souris. Le traitement est réalisé pendant 20 semaines.
Les souris sont sacrifiées, leur aorte est prélevée. Une coupe du sinus aortique de 10 µm
d’épaisseur est réalisée, puis colorée avec “Oil Red O”, contenant de l’éosine (figure 21).
L’évaluation morphométrique de la taille des lésions est faite en utilisant un logiciel
spécifique : Biocom morphometry system.
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Figure 21 - Coupe transversale de sinus aortique de souris (ApoE-/-)
après 20 semaines de traitement.
Sur la figure 21, on observe une réduction significative de la surface de la plaque
d’athérome colorée en rouge (environ 55-60% de réduction de la plaque) chez les souris qui
ont bénéficié du traitement par BVH. BVH a un effet plus important que celui rapporté pour
l'hydralazine, un de ses précurseurs (45%), ou les antioxydants phénoliques ou encore le
resvératrol.105
En conclusion, BVH montre une activité antiathérogène efficace, et peut représenter
ainsi une tête de série pour le développement de nouveaux agents antiathérogènes possédant à
la fois une activité antioxydante et un effet piégeur de carbonyles, propriétés intéressantes
pour ralentir la progression de la formation des lésions d’athérosclérose.
105 (a) Fukao, H., Ijiri Y., Miura, M., Hashimoto, M., Yamashita, T., Fukunaga, C., Oiwa, K., Kawai, Y., Suwa,
M., Yamamoto, J.,. Blood. Coagul. Fibrinolysis., 2004, 15, 441-446. (b) Hishikawa, K., Nakaki, T., Fujita ,T.,
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 2005, 25, 442-446.
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5. Etudes des "hydrazones syringiques"
5.1. Effet antioxydant et cytotoxicité résiduelle
Comme pour les deux séries précédentes, les propriétés antioxydantes des "bis-
hydrazones" et la cytoxicité résiduelle ont été évaluées à une concentration en agents de
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7a 4 ± 0.3 74 ± 4 5.81
7b 13 ± 9 79 ± 1 3.28
7c 5 ± 0.3 58 ± 6 3.28
7d 10 ± 6 70 ± 1 0.38
7e 3 ± 0.2 55 ± 1 3.82
7f 4 ± 0.2 66 ± 5 2.59
7g 7 ± 0.2 65 ± 7 0.94
7h 5 ± 0.1 60 ± 10 0.94
7i 3 ± 0.1 69 ± 0.2 1.07
7j 3 ± 0.2 69 ± 9 2.48
Probucol 10 ± 1 92 ± 11
α-tocophérol 55 ± 2 29 ± 3 
Tableau 8 - Activités antioxydantes et cytotoxicité résiduelle des "hydrazones syringiques".
N
O
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Le tableau montre que toutes les molécules de cette famille possèdent des activités
antioxydantes très intéressantes (3 à 13% d’oxydation) identiques ou inférieures à celle du
probucol utilisé comme référence dans ce criblage. La viabilité cellulaire quand à elle apparait
dans une gamme plus large (55 à 79%) et reste inférieure à celle du probucol. Elle est dans
tout les cas meilleure que celle obtenue en présence d’-tocophérol.
Dans la première famille 7a-c, l’hydrazone 7a présente les meilleurs résultats. Il
semble que le fluor porté par le noyau aromatique de la partie hydrazine induise une meilleure
viabilité cellulaire lorsqu’il est en position ortho.
Dans la seconde famille concernant les "pseudohydrazides" (7d-f), l’agent 7d portant
une aminoguanidine présente le meilleur compromis entre activité antioxydante et viabilité
cellulaire. On remarquera que la cytotoxicité résiduelle en présence du composé 7f provenant
de la condensation de l’hydralazine sur le syringaldéhyde est plus importante que celle
obtenue en présence du dimère correspondant : BVH.
Enfin, la dernière famille (7g-j) montre une activité antioxydante à la hauteur du
probucol quel que soit le composé considéré ; la viabilité cellulaire oscillant entre 60 et 69%.
5.2. Cytoprotection des "hydrazones syringiques" contre la toxicité des
LDLox
Une fois encore la capacité cytoprotectrice des différentes "hydrazones syringiques"
contre la toxicité des LDLox est évaluée à 3 concentrations (1, 10, et 100µM) et présentée
dans le diagramme ci-dessous. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules vivantes
résiduelles par rapport au contrôle positif (cellules endothéliales seules, soit 100 % de
viabilité).
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Figure 22 - Cytoprotection des "hydrazones syringiques" contre la toxicité des LDLox
mesurée par le test au MTT.
La viabilité cellulaire est dose-dépendante pour tous les agents de cette dernière série
excepté pour le composé 7b où l’on observe une toxicité importante à 100µM, la viabilité
cellulaire retombant au niveau de celle obtenue en présence de LDLox uniquement. On
remarque que l’hydrazone 7c structurellement très proche ne montre pas de toxicité. La
plupart des agents présentent une cytoprotection dès 1µM ; le niveau de la viabilité cellulaire
est supérieur à celle obtenue en l’absence d’agents. Si on se place maintenant à une
concentration de 10µM qui correspond à la concentration de référence dans nos tests, on
remarque que l’hydrazone 7f obtenue à partir de l’hydralazine présente la meilleure
cytoprotection.
5.3. Inhibition de la génération d’anion superoxide par les différentes
"hydrazones syringiques"
Comme dans le cas de BVH (Ch III, p 97) nous avons vérifié la capacité des
différentes "hydrazones syringiques" à inhiber la libération extracellulaire de l’anion
superoxyde O2●- .
Les "hydrazones syringiques" inbibent 43-78 % de la génération de O2●- par les
cellules endothéliales HMEC-1, en accord avec l'implication de l'ion superoxyde O2●- dans
l'oxydation des LDL. L’hydrazone 7g présente le meilleur résultat. Cependant, l'effet
inhibiteur des "hydrazones syringiques" sur la génération de O2●- est inférieure à celui
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observé avec le Trolox (95%), suggérant que d’autres espèces réactives de l’oxygène (ROS)
sont impliquées dans l'oxydation des LDL par les cellules endothéliales.
Figure 23 - Effet inhibiteur des "hydrazones syringiques" (à 10 μM) contre la génération 
d’O2●-.
5.4. Propriétés piégeurs de carbonyles
Les composés carbonylés réactifs (RCCs) sont formés à partir des acides gras
polyinsaturés106 en présence de ROS via des dérivés intermédiaires tels que les époxydes, les
mono- et les dihydroperoxydes… Une fois formés les RCCs réagissent directement avec de
nombreux nucléophiles principalement pour former des bases de Schiff, ou de la façon plus
dangereuse encore via des additions de Michael dans le cas des dérivés carbonylés -
insaturés.
En général, les amines réagissent facilement avec les aldéhydes. Ces réactions
induisent la formation d’adduits en les RCCs et de nombreuses biomolécules telles que les
peptides, les protéines, l’ADN et l’ARN. Dans certains cas, ces réactions impliquent des
dialdéhydes tels que le malondialdéhyde ou le glyoxal et conduisent à des couplages croisés
entre les fonctions amines de différentes protéines ou enzymes. Dans tous les cas, ces adduits
106 (a) Uchida, K., Free Radic. Biol. Med. 2000, 28, 1685-1696. (b) Stadtman, E.R., N.Y., Ann., Acad. Sci.
2001, 928, 22-38.
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provoquent des modifications fonctionnelles des biomolécules touchées et impactent le
fonctionnement cellulaire.
Le 4-hydroxynonénal (4-HNE) est le principal aldéhyde généré durant le processus de
peroxydation des acides gras polyinsaturés dans les LDL.107
Les antioxydants inhibant indirectement la génération de produits de peroxydation,
nous avons évalué le comportement des "hydrazones-syringiques" en tant que piégeurs de
carbonyles de façon indirecte en mesurant leur effet cytoprotecteur contre la toxicité induite
par le 4-HNE (25µM) pour les cellules endothéliales HMEC-1. L'effet des agents
nouvellement synthétisés a été comparé à celui observé pour le Trolox, un antioxydant
classique pourtant incapable de bloquer la cytotoxicité de 4-HNE.
Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules vivantes résiduelles par rapport
au contrôle positif (cellules endothéliales seules, soit 100 % de viabilité) sachant que la
viabilité cellulaire résiduelle en présence de 4-HNE est de 15 à 20%.
Nous avons alors comparé la capacité antioxydante et l'effet cytoprotecteur de
certaines molécules possédant différents type de liaisons hydrazones 7g, 7d et 7f à leurs
précurseurs synthétiques (Figure 24): le composé 7f est comparé à l'hydralazine (liaison
hydrazone hétéroaromatique), le composé 7d avec l'aminoguanidine (possédant un NH2 libre)
et le composé 7g avec l'isoniazide (possédant une liaison hydrazide). Alors que le
syringaldéhyde, l'aminoguanidine et l'isoniazide ne bloque pas l'oxydation des LDL par les
cellules, les hydrazones correspondantes 7g et 7d sont très efficaces (figure 24). On note que
l'hydralazine et l'hydrazone correspondante 7f montrent des propriétés antioxydantes
comparables.
107 Galvani, S., Coatrieux, C., Elbaz, M., Grazide, M.H., Thiers, J.C., Parini, A., Uchida, K., Kamar, N.,
Rostaing, L., Baltas, M., Salvayre, R., Nègre-Salvayre, A., Free Radic. Biol. Med., 2008, 45, 1457-1467.
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Figure 24 - Effet cytoprotecteur des "hydrazones syringiques" et leurs constituants vis-à-vis
de la toxicité du 4-HNE.
Les trois agents testés protègent les cellules contre la toxicité induite par le 4-HNE, la
viabilité cellulaire croît de 15-20% sans agents à 55-60% en leur présence. Leur efficacité est
peu différente. On note que le syringaldéhyde est aussi peu cytoprotecteur que le trolox;
l'isoniazide et l'aminoguanidine le sont guère plus. Seule l'hydralazine présente une efficacité
à la hauteur de l'hydrazone 7f correspondante.
Le lien hydrazone a donc une influence directe sur l'action piègeur de carbonyle des
trois agents testés.
6. Conclusion
Au cours de ces études biologiques, nous avons évalué les propriétés antioxydantes
des trois familles de dérivés dimères ou monomères. Pour les "phosphonate-hydrazones", seul
le dérivé 5f présente des propriétés antioxydantes intéressantes, la partie phosphonate
n'apparait pas nécessaire à l'activité recherchée puisque dans la série des bis-hydrazones,
plusieurs dimères présentent les propriétés recherchées, notamment les bis-hydrazones portant
un motif parafluorophényle (6c), benzothiazole (6e) hydralazine (6f), ou benzyloxycarbonyle
(6j). Le composé 6f, conjuguant toutes les propriétés requises lors du premier criblage
(activité antioxydante, viabilité céllulaire) son étude approfondie (jusqu’à des résultats in
vivo) a mis en évidence des résultats très prometteurs. Son action semble se situer contre la
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toxicité des LDL oxydées au niveau des protéines isolées (carbonylation des protéines). Le
composé 6f peut aussi agir sur le processus apoptotique et plus particulièrement sur deux
protéines ciblées la Bid et la caspase 3. Enfin, le résultat in vivo obtenu, fait de lui un un bon
lead pour la recherche des candidats médicaments.
Enfin les hydrazones obtenues par condensation à partir du syringaldéhyde ont été plus
intensivement étudiées. Il faut relever que toutes ces hydrazones protégent efficacement les
LDLs de l'oxydation; cependant la viabilité cellulaire observée en présence de ces agents reste
très moyenne. Elles protègent également les cellules HMEC-1 contre la toxicité des LDLox si
elles sont utilisées au minimum à une concentration de 10µM. Ces hydrazones syringiques
empêchent également la formation de l'anion superoxyde à des degrés variables (43 à 78%).
Et enfin, les hydrazones syringiques 7d-f protègent les cellules de la toxicités du 4-HNE.
De manière transversale, seul le greffage de l'hydralazine conduit systématiquement à
des "phosphonate-hydrazone", "bishydrazone" et "hydrazone syringique" qui possèdent des
propriétés antioxydantes très puissantes (composés 5f, 6f et 7f). Il est à noter que parmi les
"phosphonate-hydrazone" le composé 5f est le seul à posséder des propriétés interessantes. En
ce qui concerne les "bishydrazones" d’autres composés ont montré des activités importantes
comme par exemple les dérivés 6c, 6e, 6j. Ces composés, comme le 6f, conjuguent aussi de
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Dans le but de relier les activités antioxydantes (c'est-à-dire la capacité à protéger un
système biologique contre les effets nocifs des espèces réactives de l'oxygène), mises en
évidence par le test biologique précédemment décrit et la structure chimique des agents
considérés, nous avons choisi d'étudier les propriétés piégeurs de radicaux et leur capacité à
complexer les métaux, et plus particulièrement le cuivre qui est impliqué dans les processus
d'oxydation en biologie. Cette étude préliminaire a été menée sur les trois familles en ce qui
concerne les activités « piégeurs de radicaux ». Nous espérons ainsi apporter un éclairage à
l'aide d'outils de la physicochimie sur le comportement antioxydant de ces familles. En ce qui
concerne la partie complexation, cette étude n’a été menée que sur la famille de monomères
"hydrazones syringiques" avec le cuivre, avant (dans une prochaine étape) d’augmenter la
difficulté du système étudié (c'est-à-dire pour les dimères de type "phosphonate-hydrazone",
les dimères de type bis-hydrazones).
METHODES DE MESURE DU POUVOIR ANTIOXYDANT
Le pouvoir antioxydant ne peut être mesuré qu’indirectement à partir de ses effets. La
plupart des méthodes de mesure de l’activité antioxydante sont basées sur l’utilisation de
systèmes générant des radicaux très variés. Ce sont principalement des méthodes dites
"d’inhibition " dans lesquelles une espèce chimique capable de générer des radicaux libres est
utilisée avec une substance capable de détecter ces espèces. L’échantillon dont on souhaite
mesurer le pouvoir antioxydant est capable d’inhiber la génération des radicaux.
Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode
unique qui permettrait de refléter le profil antioxydant d’un échantillon. C’est pourquoi, on
effectue différents tests de mesure de pouvoir antioxydant.
Les antioxydants peuvent réduire les radicaux primaires par deux mécanismes : par
transfert d’électron ou par transfert d’atome d’hydrogène. Les méthodes DPPH● et ABTS●+
Decolorization Assay (ou TEAC) jouent sur le transfert d’un atome d'hydrogène.
Le DPPH● est un radical commercial directement utilisable, alors que l' ABTS●+ doit
être généré par une réaction enzymatique ou chimique. Une autre différence importante
concerne la solubilité de ces deux radicaux : ABTS●+ est soluble en milieux organique et
aqueux alors que DPPH● est soluble uniquement en milieu organique et plus particulièrement
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alcoolique. Le test à l’ABTS●+ permet donc l'étude de tous les agents hydrophiles et
lipophiles. Le test au DPPH● est plus restrictif.
Les méthodes DPPH● et ABTS●+sont couramment utilisées pour analyser les extraits
de plantes et de fruits. Ce sont des méthodes éprouvées qui une fois standardisées permettent
de comparer de résultats.
1. Piégeage des radicaux
1.1. Mesure du pouvoir réducteur ou antiradicalaire par le test DPPH● 
1.1. 1. Introduction – Principe du test
Le radical 2,2-diphényl-1picrylhydrazyl (DPPH●), fut l’un des premiers radicaux
utilisés pour étudier la relation structure / activité antioxydante des composés phénoliques.108
Depuis, certaines modifications ont été apportées et un paramètre important a été introduit : la
détermination de l'IC50 définie comme étant la concentration en substrat entraînant une
diminution de 50 % de l’absorption. A cette concentration, 50 % du DPPH● est sous forme
réduite. Ce paramètre a été introduit par Brand-Williams et coll.109 par analogie avec d’autres
paramètres biologiques tels que la DL50 (dose létale 50) qui est la dose qui, donnée en une
seule fois provoque dans un délais de 14 jours la mort de la moitié des animaux.
Récemment Molyneux110 décrit les conditions de réalisation de ce test :
- le volume de la réaction doit être compris entre 2 et 4 mL.
- le solvant peut être le méthanol ou l’éthanol.
- il n’y a pas de conditions de pH strictement définies.
- la concentration en DPPH● doit être comprise entre 50 et 200 μM afin d’avoir une 
absorbance inférieure à 1 (classiquement aux alentours de 180 μM). 
- l’absorbance est mesurée à 518 nm.
- la durée totale de réaction est généralement fixée à 60 minutes.
Le radical stable DPPH● est utilisé comme radical oxydant pour être réduit par
l’antioxydant (AH) et comme indicateur coloré de la réaction selon le mécanisme suivant:
DPPH● + AH → DPPH-H + A• (avec AH : antioxydant)
108 Blois, M.S., Nature, 1958, 181, 1199-200.
109 Brand-Williams, W., Cuvelier, M.E., Berset, C., Food. Sci. Technol., 1995, 28, 25-30.
110 Molyneux, P., J. Sci. Technol., 2003, 26, 211-219.
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Le DPPH● est un radical stable absorbant à 518 nm. Il fixe un radical hydrogène
arraché à l’antioxydant AH pour former le DPPH-H,111 lequel n’absorbe pas à 518 nm. A
partir d’une solution mère éthanolique de DPPH● à 6 mM, une solution de DPPH● à 180 μM 
est fraichement préparée.
La détermination de la concentration de la solution de DPPH● (180 μM) se fait par la 
mesure de l’absorbance à 518 nm dans l’éthanol. Pour chaque antioxydant, différentes
concentrations sont ajoutés à 3 mL de solution de DPPH● (180 μM). L’absorbance est 
mesurée à 518 nm pendant 60 minutes. Pour chaque concentration, l’expérience est réalisée 3
fois.
La consommation du DPPH● est suivie au cours du temps à 518 nm jusqu’à
l’obtention d’un plateau au temps final (tf). Le pourcentage de DPPH● restant en fin de
cinétique, généralement atteint pour tf = 1 h, pour chaque concentration en antioxydant est
exprimé comme suit :
Équation 5 : Expression du % de DPPH° résiduel en f in de cinétique
Schéma 80 - Obtention des IC50.
Pour chaque test, nous avons réalisé une courbe d’étalonnage du DPPH●. En effet pour
chaque essai, une nouvelle solution de DPPH● est préparée car ce radical évolue en solution
au cours du temps. Il y a une perte d’absorption d’environ 4 à 5 % par semaine.
111 Dangles, O., Fargeix, G., Dufour, C., J. Chem. Soc. Perkin Trans., 2, 1999, 1387-1395.
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L’IC50 correspond à la concentration efficace d’antioxydant nécessaire pour réduire 50
% de DPPH● initial : plus cette valeur est faible, plus le composé est antioxydant. L’IC50 est
exprimée en µM.
Schéma 81 - Structure du radical 1,1-DiPhényl-2-Picryl-Hydrazyl et de sa forme réduite.
Un exemple du spectre UV du radical DPPH● et de courbe d’étalonnage est représenté
figure 25.
Figure 25 - A) Spectre UV du DPPH● (180μM) dans l’éthanol. B) Droite détalonnage du
DPPH● (Abs. = f([DPPH])).
Cependant, ce test peut poser des difficultés d’interprétation car le DPPH● n’est
soluble que dans des solvants organiques, en particulier les alcools, et non en milieu aqueux ;
ce qui empêche toute analyse d’antioxydants hydrophiles.112
112 Arnao, M.B., T. Food. Sci. Tech., 2000, 11, 419-421.
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Le dernier problème que pose ce radical est son instabilité à la lumière. Son
absorbance à 518 nm décroît sans l’intervention d’un quelconque antioxydant.113 C’est
pourquoi les tests réalisés avec le DPPH● doivent impérativement se faire dans l’obscurité.
1.1.2. Résultats
Les résultats seront présentés par famille : les hydrazones simples issues du couplage
avec le syringaldéhyde puis les dimères de type "bis-hydrazones" et les dimères de type
"phosphonate-hydrazone".
1.1.2.1. La famille 3 "hydrazones syringiques"
Le test au DPPH● est réalisé en présence des différentes hydrazones, utilisées comme
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Schéma 82 - Réaction de DPPH● avec les monomères.
Le test au DPPH● est réalisé en présence des hydrazones 7a-j pour lesquels nous
avons déterminé les IC50 respectives, graphiquement à partir des courbes de régression tracées
représentant les pourcentages de DPPH● restant en fonction des concentrations. Les résultats
sont rassemblés dans la figure 26.
113 Ozcelik, B., Lee, J.H., Min, D.B., J. Food. Sci., 2003, 68, 487-490.
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Figure 26 - Concentration des monomères 7a-j réduisant le radical DPPH● de 50 %.
Tout d’abord, nous avons validé la méthode en utilisant le Trolox comme référence
(IC50 ≈ 20 μM), le résultat étant conforme à la littérature.114
Les valeurs d'IC50 ont été mesurées pour trois groupes d' "hydrazones syringiques"
différentes : le groupe des hydrazones halogénées 7a-c, les "pseudohydrazides" 7d-f et les
hydrazides 7g-j.
Dans le premier groupe, le dérivé 7c montre la meilleure activité antiradicalaire avec
une valeur IC50 ≈ 24 μM,  alors que le composé 7a a une activité très proche et 7b est deux
fois moins actif avec des IC50 de l’ordre 29 et 52 μM respectivement. 
Concernant les "pseudohydrazides", la meilleure activité est observée pour l'hydrazone
7d (IC50 ≈ 21 μM), par contre le composé 7f a montré une très faible activité (IC50 ≈ 74,4 μM) 
et le composé 7e a été inactif avec une IC50 mesuré qui dépasse 103 μM. 
Deux composés 7g et 7h (groupe concernant des hydrazides) ont présenté une bonne
activité avec des IC50 ≈ 17 et 19 μM  respectivement. En revanche les deux autres composés 
de ce groupe 7i et 7j présentent des valeurs trois fois plus élevées, IC50 ≈ 50,5 et 62,5 μM 
respectivement, ce qui montre une faible activité antiradicalaire. Si on compare les quatre
groupes, on peut déduire que les quatre composés 7c, 7g, 7h et 7d possèdent les meilleures
activités anti radicalaires par rapport aux autres composés synthétisés et notre référence le
Trolox.
Comme on le voit dans le schéma 83, le composé 7g (à titre d’exemple), peut conduire
à un radical stabilisé sur l’atome d’azote en α de la fonction hydrazone. Dans les conditions 
examinées, l’abstraction de l’hydrogène à partir de l'hydroxyle phénolique est assez difficile
en raison de la liaison hydrogène intramoléculaire avec l'un des groupements méthoxy
114 Zocoler, A. M.D., Sanches, A.C.C., Albrecht, I., Mello, J.C.P., Braz. J. Pharm. Sci., 2009, 45, 443-452.
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adjacents. Par conséquent la réaction le radical DPPH● engendre préférentiellement un radical
centré sue l'azote pour l'antioxydant 7g.
Schéma 83 - Réaction proposée de DPPH● avec le dérivé nicotinohydrazide 7g.
Ceci est en accord avec les valeurs IC50 obtenues pour tous les composés étudiés, ce
qui indique que lorsque l'hydrogène du NH de l’hydrazone est acide, les activités de piégeage
de DPPH● sont augmentées.
Les différentes propriétés de piégeage de DPPH (IC50) des hydrazones synthétisés
peuvent tenir compte de la capacité relative au captage d'hydrogène NH à partir du composé
considéré.
1.1.2.2. Les famille 1 et 2 : les dimères
Les résultats obtenus pour les molécules dimères sont reportés dans le Tableau 9.
Les bishydrazones Les phosphonate-hydrazones
Le composé IC50(µM) Le composé IC50(µM)
Trolox 20.1 ± 1.4 Trolox 20.1 ± 1.4
6a 10.1 ± 0.5 5a 15.3 ± 0.1
6b 30.3 ± 1.5 5b 15.8 ± 1.2
6c 11.7 ± 0.3 5c 67.3 ± 1.3
6d 17.4 ± 0.5 5d 37.0 ± 0.5
6e 27.7 ± 0.3 5e > 1000
6f 7.5 ± 0.2 5f 60
6g 38.8 ± 0.3 5g 75
6h 25.5 ± 0.2 5h 67.0 ± 3.0
6i 29.1 ± 0.3 5i 28.5 ± 1.5
6j 59.7 ± 1.4 5j 36.2 ± 0.2
Tableau 9 - Concentration en composés 5a-j et 6a-j piégeant 50% de DPPH●.
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Dans la famille des "bis-hydrazones" on peut noter que les deux composés halogénés
6a et 6c présentent les meilleures activités antiradicalaires avec des valeurs de IC50 ≈ 10,1 et 
11,7 μM respectivement, alors que le composé 6b montre une activité plus faible avec une
IC50 ≈ 30,3 μM. 
Concernant les "pseudohydrazides", les agents 6d et 6f possèdent de bonnes activités
antiradicalaires avec des faibles valeurs de IC50 ≈ 17,4 et 7,5 μM respectivement. 
Les hydrazides (6g-j) montrent de faibles activités antiradicalaires avec des valeurs de
IC50 supérieures à la référence utilisée (Trolox).
Tous les composés de la troisième famille des "phosphonate-hydrazones" ont présenté
des faibles activités antiradicalaires avec des grandes valeurs de IC50 sauf pour les deux
composés halogénés 5a et 5b (IC50 ≈ 15,3 et 15,8 μM) 
1.2. Réduction du radical-cation ABTS●+ ou détermination du TEAC
1.2.1. Introduction – Principe du test
Cette méthode est basée sur la capacité des composés à piéger le radical-cation
ABTS●+, (sel d’ammonium de l’acide 2,2’-azinobis(3-éthylbenzothiazoline)-6-sulfonique)
(schéma 86), qui présente un spectre d’absorption dans le visible avec trois maxima à 645,
734 et 815 nm. Le radical est formé par oxydation de l’ABTS incolore avec différents
composés, comme le dioxyde de manganèse,115 la metmyoglobine,116 le peroxyde
d’oxygène117 ou le persulfate de potassium.118 Le composé à tester est ajouté au radical pré-
formé, l’absorbance résiduelle du radical ABTS+● est mesurée à 734 nm après 1, 4 ou 6
minute(s). L’activité des composés est alors exprimée par la Capacité Antioxydante
Equivalente Trolox (TEAC) qui correspond à la capacité antioxydante d’une solution de
Trolox® (1 mM) (analogue hydrophile de la vitamine E). Ainsi, plus la valeur TEAC est
élevée, plus l’antioxydant est efficace.119
Le radical ABTS●+ (absorbant à 734nm) est formé par arrachement d’un électron e- à
un atome d’azote de l’ABTS. En présence de Trolox (ou d’antioxydant donneur de H●), le
115 Miller, N.J., Sampson, J., Candeias, L. P., Bramley, P.M., Rice-Evans, C.A., FEBS Letters, 1996, 384, 240-
242.
116 Miller, N.J., Rice-Evans, C. A., Davies, M.J., Gopinathan, V. et Milner, A., Clin. Sci., 1993, 84, 407-412.
117 Cano, A., Alcaraz, O., Acosta, M. et Arnao, M.B., Redox Report, 2002, 7, 103-109.
118 R.R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C., Free Rad. Bio. Med., 1999, 26,
1231-1237.
119 Schlesier, K., Harwat, M., Böhm, V., Bitsch, R., Free Rad. Res., 2002, 36, 177-187.
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radicale d’azote concerné piège un H●, conduisant à l’ABTSH+, ce qui entraîne la
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Schéma 84 - Formation et piégeage du radical ABTS●+ par un antioxydant donneur de H●.
Par ce test, nous déterminons à un temps de réaction donné (1, 4 ou 6 minutes) un
pourcentage d’inhibition à 734 nm (correspondant à une diminution de la coloration de la
solution) en fonction de la concentration en agent réducteur.
1.2.2. Le mode opératoire
A une solution d’ABTS dans l’eau (Sigma Aldrich) 7 mM est ajoutée une solution de
persulfate de potassium (Sigma Aldrich) à 2,45 mM pour obtenir une concentration finale de
3,5 mM. Le mélange est agité une nuit dans le noir à température ambiante pour former le
radical cation ABTS●+. Avant utilisation, la solution est diluée pour obtenir une absorbance
voisine de 0,70 à 734 nm et à 30°C pour un volume final de 3 mL (figure 27). Le rendement
de la réaction d’oxydation peut être ainsi calculé à partir du coefficient d’extinction molaire
connu de l'ABTS●+ (1,5 x 104 mol-1.L.cm-1). En effet, la réaction est toujours incomplète, elle
commence immédiatement mais ne se stabilise qu’après 12 heures au minimum.
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Figure 27 - spectre UV du radical cation ABTS●+
La solution obtenue est stable lorsqu’elle est conservée à l’abri de la lumière et à
température ambiante. L’activité antioxydante est mesurée par addition de 4 à 30 μL de 
l'agent à tester à une solution diluée de radical ABTS●+ (3 mL). La décroissance de
l’absorbance à 734 nm est mesurée jusqu’à obtention d’un plateau (environ 6 minutes).
1.2.3. Résultats de l’activité piégeur du radical cation ABTS●+ (TEAC)
1.2.3.1. La famille 3 "hydrazones syringiques"
L'interaction d'antioxydants spécifiques (10µM) sur la diminution de l'absorbance du
radical cation ABTS●+ à 734 nm en fonction de temps est présentée dans la figure suivante :
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Figure 28 - Courbes de l’absorbance de l’ABTS●+ en présence des hydrazones 7a-j à 10 μM 
et du Trolox® en fonction du temps.
Nous avons déterminé pour chaque produit le pourcentage d’inhibition de l’ABTS●+ 
calculé selon la formule ci-dessous :
Q = 100 (A0 - AC)/A0
où A0 est l’absorbance initiale en absence de composé à tester et AC est l’absorbance mesurée
après 6 min de mise en présence.
Les mesures ont été réalisées sur un appareil Perkin-Elmer lambda 17.
Figure 29 - Pourcentage d’inhibition obtenu en présence de
Trolox® en fonction de la concentration.
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Pour chaque concentration en antioxydant, la cinétique de piégeage d’ABTS●+ est
réalisée trois fois.
L’absorbance résiduelle est mesurée à 1, 4 et 6 min puis le pourcentage d’inhibition est
calculé pour chaque concentration d’antioxydant.
D’une façon générale pour l’ensemble des composés testés, nous observons une
importante inhibition dès la première minute.
La droite % Inh = f (C) est tracée afin de déterminer le TEAC. La pente de cette droite
est extraite et rapportée à la pente de la droite de référence du Trolox® à 1, 4 et 6 min. Cette
droite est établie pour chaque nouvelle solution d'ABTS●+, car ce radical cation n'est stable
que pendant 24 heures.
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Figure 30 - Représentations graphiques des pourcentages d’inhibition obtenus en présence
des hydrazones 7a-j en fonction de leur concentration.
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Comme mentionné précédemment, cette étude a pour objectif la détermination des
valeurs de TEAC qui sert à évaluer la capacité piégeur de radicaux cations des différents
agents.
Ainsi, toutes les valeurs supérieures à un indiquent une grande capacité de ces
composés .




1 min 4 min 6 min
7a 0,98 ± 0,07 0,98 ± 0,02 0,98 ± 0,03
7b 0,74 ± 0,02 0,77 ± 0,01 0,78 ± 0,02
7c 1,02 ± 0,01 1,02 ± 0,01 1,02 ± 0,01
7d 0,74 ± 0,02 0,69 ± 0,02 0,69 ± 0,02
7e 0,89 ± 0,01 0,89 ± 0,01 0,89 ± 0,01
7f 0,72 ± 0,01 0,74 ± 0,01 0,75 ± 0,10
7g 1,01 ± 0,01 1,20 ± 0,01 1,52 ± 0,02
7h 1,16 ± 0,03 1,22 ± 0,06 1,25 ± 0,02
7i 1,14 ± 0,03 1,15 ± 0,02 1,15 ± 0,02
7j 1,09 ± 0,01 1,09 ± 0,01 1,11 ± 0,02
Trolox 1 1 1
Tableau 10 - Détermination de l’activité antioxydante des monomères.
Tout d’abord, une observation générale concerne les valeurs obtenues au cours du
temps. Pour chaque composé de la série testée les valeurs TEAC restent stables lors les
mesures à 1, 4 et 6 min. Ensuite nous observons que quatre composés possèdent des valeurs
TEAC qui sont de 11-52 % supérieures à celle du Trolox (composés 7g-j), deux sont très
proches de l’unité (7a, 7c) et quatre sont de 11- 25 % inférieures à l’unité (7b, 7d, 7e, 7f).
Dans la littérature, on peut citer quelques exemples des antioxydants testés pour
mesurer leurs valeurs de TEAC :
Acide ellagique (1,05), Quercétine (3,68), acide formique (0,98)120
p-acide coumarique (2,00), acide sinapique (1,27)121
120 Soobrattee, M.A., Neergheen, V.S., Luximon-Ramma, A., Aruoma, O.I., Bahorun, T., Mutat. Res., 2005,
579, 200-213.
121 Nenadis, N., Wang, L.F., Tsimidou, M., Zhang, H.Y., J. Agric. Food. Chem., 2004, 52, 4669-4674
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1.2.3.2. Les dimères
1.2.3.2.1. La famille 2 "bis-hydrazones"
Certaines bis-hydrazones ont été étudiées selon le même protocole et le tableau suivant
présente les valeurs de TEAC.
dimères
TEAC
1 min 4 min 6 min
6c 1,56 ± 0,01 1,69 ± 0,02 1,73 ± 0,01
6d 2,27 ± 0,06 2,40 ± 0,08 2,51 ± 0,10
6e 1,64 ± 0,04 1,66 ± 0,04 1,68 ± 0,04
6f 1,93 ± 0,02 2,13 ± 0,01 2,23 ± 0,01
6h 1,83 ± 0,02 1,91 ± 0,05 2,41 ± 0,04
6j 0,83 ± 0,01 0,90 ± 0,01 0,93 ± 0,01
Trolox 1 1 1
Tableau 11 - Détermination de l’activité antioxydante des "bis-hydrazones".
La réponse des composés de cette famille à l’action de l’ABTS●+ à travers les valeurs
de TEAC est globalement très différente de la première.
Tout d’abord, pour certaines "bis-hydrazones" nous observons une variation plus
importante de valeurs TEAC au cours du temps (entre 1 et 6 min) ; à savoir de l’ordre de 10
% pour les composés 6c, 6d et 6j, 16 % pour le composé 6f et 30 % pour le composé 6h, les
autres ne présentant pas de variation.
Puis, les valeurs obtenues en dehors de celle du composé 6j (TEAC : 0,83 - 0,93) sont
bien supérieures à l’unité. Ceci est plus particulièrement observé pour les composés 6d, 6h et
6f, présentant les valeurs les plus élevées 2,51, 2,41, 2,23 respectivement, alors que les deux
autres (6c, 6e) ont des activités TEAC proches de 1,70.
1.2.3.2.2. La famille 1 "phosphonate-hydrazones"




1 min 4 min 6 min
5c 1,13 ± 0,01 1,19 ± 0,01 1,22 ± 0,01
5d 1,04 ± 0,01 1,04 ± 0,01 1,10 ± 0,00
5e 0,62 ± 0,00 0,62 ± 0,01 0,62 ± 0,00
5f 0,48 ± 0,01 0,53 ± 0,01 0,55 ± 0,02
5h 1,12 ± 0,07 1,00 ± 0,01 1,05 ± 0,06
5i 1,12 ± 0,01 1,17 ± 0,01 1,21 ± 0,06
Trolox 1 1 1
Tableau 12 - Détermination de l’activité antioxydante des "phosphonate-hydrazones".
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Concernant cette famille de composés, les résultats obtenus sur les six composés testés
montrent de manière générale une plus faible activité TEAC avec néanmoins trois composés
possédant des activité supérieures de 10-20 % de la valeur du Trolox ( 5c, 5d et 5i).
En conclusion, les résultats obtenus au regard des résultats biologiques paraissent à la
fois intéressants et intrigants.
En effet, étant donné la nature multiple de l’activité antioxydante qu’on mesure en
biologie, nous avons cherché, à travers ces tests d’activité piégeur de radical neutre DPPH● ou
de radical cation ABTS●+ des composés synthétisés, de répondre aussi à la question
suivante : est ce que l’activité antioxydante observée est uniquement dûe à une activité
piégeur de radicaux ?
L’étude physico-chimique par le test au DPPH● a permis de proposer une relation
entre l’activité piégeur et la possibilité de formation de radicaux centrés sur l’atome d’azote
de l’hydrazone pour les familles "monomères" et "bis-hydrazones". La formation et la
stabilité de ce radical pouvant être différentes en fonction du motif couplé sur cet azote, elles
peuvent être la cause des variations des valeurs IC50 mesurés. De plus, même si ceci n’est pas
vérifié pour tous les composés comparés, nous observons que pour la plupart des "bis-
hydrazones", les valeurs de IC50 sont plus faibles (et dans plusieurs cas divisés par deux)
indiquant que l’activité antiradicalaire de cette famille est deux fois plus importante que celle
des monomères. Une exception notable concerne les composés 7e/6e le composé 7e ne
présentant aucune activité antiradicalaire alors qu’il est un très bon antioxydant.
Par contre, la famille de "phosphonates-hydrazones " a montré une très faible activité
qui pourrait s’expliquer par l’influence de la partie phosphonate induisant un radical
phénolique (sur la fonction phénol de la partie phosphonate).
Les résultats obtenus lors de l’étude à l’ABTS●+ vont également dans le même sens, à
savoir une meilleure activité des systèmes bis-hydrazones avec des valeurs TEAC
globalement bien supérieures à celles des monomères et un effet faible pour les
"phosphonates-hydrazones ".
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2. Complexation au cuivre
Nous avons vu dans le chapitre II que les hydrazones possèdent des propriétés
antioxydantes qui sont souvent associées à des propriétés piégeurs d'ions métalliques libres
tels que le fer ou le cuivre.
Les modifications de LDL, tel que l'oxydation, sont vraisemblablement un médiateur
important du dysfonctionnement endothélial vasculaire et donc de l’athérogenèse. L'oxydation
de LDL peut être atténuée par divers processus, tels que la complexation des ions métalliques
de transition (cuivre ou fer).122
Ces métaux génèrent des radicaux hydroxyles très réactifs, à partir de l'espèce peu
réactive H2O2, par la réaction de Fenton ou d’Haber Weiss.
Les familles de composés que nous avons conçus et synthétisé présentent toutes un
motif hydrazone pouvant potentiellement, comme nous l’avons vu dans le chapitre II (page
59) complexer des métaux de transition.
Quand l’hydrazone se lie avec des métaux libres, ceux-ci deviennent chimiquement
non réactif et empêchent la catalyse nécessaire à la production des radicaux libres. Par
conséquent, la chélation avec l'hydrazone empêche l’initiation des processus pathologiques
qui causent les plaques en réduisant de façon marquée la quantité de radicaux libres générés
dans les vaisseaux athérosclérotiques.
Dans cette hypothèse, il est intéressant d’étudier les propriétés complexantes des
composés synthétisés au cours de ce travail. Cette étude a été menée vis-à-vis de l’atome de
cuivre.
La technique de choix que nous avons adoptée est la spectroscopie UV, la
spectrophotométrie ultra violette a permis de préciser les stœchiométries des complexes en
solution dans l’éthanol dans les cas où les variations spectrales le permettent. En utilisant le
122 Masumi. K. et al, J. Atheroscler. Thromb., 2009, 16, 239-249.
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sulfate ou le chlorure de cuivre, l’étude a pu être poussée dans certains cas jusqu’à la
détermination des constantes de formation des complexes.
Ainsi, nous avons envisagé l’étude des propriétés complexantes des hydrazones vis-à-
vis de CuSO4.5H2O et CuCl2.2H2O.
2.1. Constantes de formation des complexes
Nous commencerons tout d'abord par exposer la méthode de détermination des constantes de
formation des complexes et le traitement informatique des spectres expérimentaux qu'elle nécessite ;
on utilisera ensuite la stœchiométrie des complexes afin de proposer un modèle qui permettra de
calculer leurs constantes de formation.
Les complexes étudiés sont constitués d'un ligand hydrazone dont l'absorption est
relativement intense (16300 M-1.cm-1 < ε < 62000 M-1.cm-1).
2.1.1. Principe de la méthode utilisée
Soient les équilibres de complexation du type:
où M est le métal et L le ligand
Un complexe MnLm est associé à une constante de formation globale notée βi. Cette constante
est propre à l’espèce formée, mais ne rend pas compte du mécanisme de sa formation. Le Ki est la
constante de formation de façon progressive.
La détermination de βi est possible par spectrophotométrie UV. On introduit dans une cuve
en quartz 2 mL d'une solution 10-4-10-5 M du ligand et on ajoute des quantités connues d’une






nombre de moles du ligand
nombre de moles de l'ion métallique
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A chaque ajout, on enregistre le spectre UV donnant les variations de densité optique en
fonction de la longueur d'onde λ. On observe un déplacement du maximum d’absorption, dû à la 
formation du (ou des) complexe(s) ligand/métal. On note également la présence de point isobestique,
caractérisant les modifications d'équilibre au sein du milieu réactionnel une fois les corrections de
dilution effectuées à l'aide du programme ISOBEST. Un traitement informatique (programme
STAR) permet ensuite l’évaluation des constantes de formation associées à l’équilibre de
complexation le plus probable entre le ligand, le sel et les complexes métalliques décrit par un
modèle. Ce modèle, établi grâce à la connaissance des stœchiométries mises en évidence par
l’évolution de la densité optique (DO) en fonction de ρ (programme VOIRDO), est validé par la
cohérence des résultats.
2.1.2. Point isobestique
L'existence du point isobestique nous renseigne sur les complexes. Ce point est défini ainsi:
Si les courbes d'absorption de deux formes pures (L et ML par exemple) et les courbes
d'absorption des mélanges à l'équilibre se coupent en un point, ce point est appelé point isobestique
(isos = égal, sbestos = éteint). Mais si l'équilibre implique plus de deux composés absorbants, en
général ce point n'existe plus. Lors d'une étude de complexation, si toutes les courbes passent par
un point isobestique, on dira que l’on a un équilibre entre deux espèces sans accumulation d’un
produit intermédiaire. Cependant, on gardera en mémoire qu'une troisième espèce puisse, par
exemple, ne pas absorber à la longueur d'onde du point isobestique, ou posséder à cette longueur
d'onde, le même coefficient d'extinction molaire que les autres espèces.
Ainsi en pratique, on pourrait avoir les cas suivants, L étant l'espèce absorbante:
- cas d'un seul équilibre
La densité optique (D.O.) au point isobestique est donnée par l'équation:
(1) DOi = εi l[(L) + (ML)] = εi lL0 = cste, et ce quelque soit le rapport ρ, 
avec L0 concentration initiale du ligand et εi coefficient d'absorption molaire à la longueur d'onde λiet
l : longueur de la cuve.
- cas de deux équilibres
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Pour que deux équilibres simultanés donnent un seul point isobestique, il est nécessaire
que tous les spectres des différentes espèces absorbantes passent par ce même point. Ainsi, pour
les équilibres (2), on aura l'équation :
(2) DOi = εi l[(L) + (ML) + (M2L)] = εi lL0
Si l'un des complexes est ML2 (équilibre (3b)), il faut que ε ML2  à la longueur d'onde λi ,
soit égal à 2 εi, d'où pour les équilibres (3):
(3) DOi = εi l[(L) + (ML)] + 2εi (ML2) = εi l[(L) + (ML) + 2ML2)] = εi lL0 = cste
Si l’un des composants intervient peu dans les équilibres, son influence sur un point
isobestique peut être négligeable au cas où son spectre n'obéirait pas à la condition précédente.
Si les complexes ont de fortes constantes de stabilité, ils se formeront alors
successivement. D'un premier équilibre par exemple (2a) très déplacé vers la formation de ML
donnant un point isobestique (Pi) on passera à un second équilibre par exemple (2b) très déplacé
vers M2L donnant un deuxième point isobestique (P'i) à condition, bien sûr, que ML soit plus stable
que M2L.
2.1.3. Calcul des constantes de formation
Le programme STAR (Stability Constants by Absorbance Readings) a été
développe par Beltran123 pour l'étude des équilibres ioniques à partir de données
spectrophotométriques. Il traite les équilibres du type général ApBqCrDsHt où A, B, C et D
peuvent être soit le métal, soit le ligand. STAR admet jusqu'a 20 espèces, 50 spectres
d'absorption et 50 longueurs d'onde.
Dans notre cas, on utilise les modèles MpLq en solvant non aqueux avec, en général, 20
spectres (équilibres) et 50 longueurs d'onde (tous les 5 nm) comprises entre 200 et 600 nm,
l’ensemble de ces spectres peut alors être traité par le programme de simulation suivant mis
au point par Beltran (Starfa et Star) et l'adaptation a été réalisée par Marcel Perry (Ingénieur
Recherche au sein du laboratoire, 1998):
 ISOBEST permet d'effectuer les corrections de dilution.
 FICHSTAR sert à créer des fichiers de données nécessaires à l'exécution des
programmes suivants.
 VOIRDO donne une indication de la valeur de la constante de formation et de la
stœchiométrie du complexe grâce a la variation de la densité optique en fonction de ρ : 
123 Beltran, J.L., Analytica.Chimica. Acta., 1993, 276, 441-454.
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si cette variation est linéaire, alors le complexe est faible. Dans le cas d'un complexe
fort, on observe un changement de pente à partir d'un ρ donné, indiquant la 
stœchiométrie du complexe.
 STARFA calcule la déviation standard de l'absorption. Cette valeur est comparée
l'erreur expérimentale (0,002) et permet d'estimer le nombre d'espèces absorbantes
présentes dans la cuve.
 STAR est un programme de régression non linéaire pour l'optimisation des constantes
de formation. Pour un complexe donné, i1 permet de calculer la constante de formation
et la précision de la mesure et fournit plusieurs tests statistiques afin de valider
l'hypothèse :
1. La déviation standard de l'absorption S(A) est la donnée la plus
importante. Elle est comparée à l'erreur instrumentale du
spectrophotomètre et doit être inferieure à 0,005.
2. Le facteur de Hamilton R indique l'accord, pour le modèle considéré,
entre les valeurs expérimentales et celles calculées par le programme. Il
doit être inferieur à 1%.
3. La valeur du Kurtosis doit être autour de 3.
4. Le χ2 de Pearson doit être inférieur à 12,6.
Lorsque ces tests statistiques sont corrects, on crée pour le modèle un fichier
de données à partir des valeurs théoriques issues du programme.
 SPECSTAR permet de visualiser les spectres calcules des espèces pures et ainsi de
valider le modèle.
2.1.4. Mode opératoire
Les spectres d’absorption électronique spectrophotomètrique sont enregistrés sur un
spectrophotomètre Perkin-Elmer lambda 17 entre 200-600 nm en mode binaire puis
transformés en mode JCamp pour pouvoir être exploités par le logiciel STAR (Beltran), muni
d’une station de traitement de données permettant la saisie automatique des valeurs de
l’absorbance à la longueur d’onde choisie. Un dispositif de thermorégulation des cuves
permet de maintenir une température constante à 25°C.
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Le spectre du ligand seul est tracé en premier lieu puis on ajoute à l’aide d’une
seringue des volumes croissants d’une solution de CuSO4.5H2O ou CuCl2.2H2O (2.10-3 M)
dans l’éthanol. Ces volumes sont introduits dans la cuve échantillon contenant 2 mL d’une
solution éthanolique de ligand à une concentration C0 ≈ 1,2.10-5 M. Les concentrations en
ligand dans l'éthanol ont été choisies pour que l'absorbance soit égale à 1. Pour cela, des
expériences préliminaires ont été réalisées pour étudier la stabilité des ligands seuls mais aussi
la stabilité au cours du temps (1h) du ligand en présence du complexe de cuivre à ρ = 1. 
Nous avons étudié la complexation de deux ligands 7e et 7f par le CuSO4.5H2O et
CuCl2.2H2O. Le composé 7e est stable au cours du temps ainsi qu’en présence de 1 éq.
chaque métal choisi. Le spectre UV du composé 7f est stable au cours du temps et en présence
de CuSO4.5H2O. Par contre son spectre UV varie au cours de temps en présence d’un
équivalent de chlorure du cuivre. Ceci prouvait provenir du fait que ce dérivé est sous forme
chlorhydrate. En introduisant 1 éq. de triéthylamine distillée et en répétant l’expérience,
nous avons constaté une stabilité totale du mélange seul (ligand + triéthylamine) et du
mélange en présence d’un équivalent du CuCl2.2H2O (durée des mesures 1h).
En tenant compte de ces résultats préliminaires, nous avons effectué l’étude UV de
complexation des composés 7e et 7f, ρ variant de 0 à 4. 
2.1.5. Résultats
L’ajout de CuSO4.5H2O ou CuCl2.2H2O à la solution de 7e provoque une variation
significative de la courbe DO = f(λ), un déplacement bathochrome (Δλ = 390 – 347 = 43 nm).  
Cette évolution des spectres est représentée sur la figure 31 avec le 7e.
Figure 31 - Complexation de 7e avec le cuivre.
a) Spectres d’absorption en fonction de λ (7e-CuSO4.5H2O)
b) Spectres d’absorption en fonction de λ (7e-CuCl2.2H2O)
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Sur la figure 31a, on remarque pour 7e la présence de deux points isobestiques : le
premier à 360 nm implique les courbes d’absorption comprises entre ρ = 0 et ρ = 1 ; le 
deuxième est à 365 nm et concerne les courbes entre ρ = 2 et ρ = 4. Sur la figure 31b, on note  
la présence de deux points isobestiques : le premier à 368 nm implique les courbes
d’absorption comprises entre ρ = 0 et ρ = 1 ; le deuxième est à 396 nm et concerne les courbes 
entre ρ = 2 et ρ = 4. 
La variation de DO en fonction de ρ est représentée pour le complexes 7e-
CuCl2.2H2O sur la figure 32.
Figure 32 - Courbes DO = f(ρ),7e-CuCl2.2H2O
On remarque trois ruptures de pentes à ρ = 0,5 , à ρ = 1 et à ρ = 2 indiquant l’existence 
probable de trois complexes ML2, ML et M2L en accord avec la présence de deux points
isobestiques. Le logiciel STARFA est en accord avec l'estimation du nombre d'espèces
absorbantes (ligand complexes) trouvé avec les courbes D.O. = f(ρ). 
Le modèle retenu pour ce système d’espèces absorbantes en équilibre est donc L, ML2,
ML et M2L. A l’aide de ce modèle et du programme STAR, la meilleure adéquation entre les
spectres calculés et expérimentaux est alors recherchée sur la gamme de longueurs d’ondes
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indiquée dans le tableau 13, c’est-à-dire entre  340 et 487 nm pour  0 ≤ ρ ≤ 4 et entre 330 mn 
et 540 nm pour 0 ≤ ρ ≤ 2. 













0  4 340-487 5,840,02 10,760,08 11,040,03 0.000577 7,4 0,46 0,07 3,3
7e + CuCl2,
2H2O
0 2 330-540 7,970,02 16,560,01 13,100,01 0.0012 11.3 0,85 0,0 2,8
Tableau 13 - Constantes de formation et testes statistiques des complexes de 7e avec
CuSO4.5H2O et CuCl2.2H2O.
Selon le tableau 13, le calcul itératif converge vers la solution indiquée :
1) 7e-CuSO4.5H2O 2) 7e-CuCl2.2H2O
Log βML = 5,8                                          Log βML = 7,97
Log βML2 = 10,8                              Log βML2 = 16,6
Log βM2L = 11,0                                      Log βM2L = 13,1
Ainsi, le composé 7e conduit à trois types de complexes de type ML2, ML et M2L. Les
constantes de formation calculées montrent que les complexes M2L et ML2 présentent des
valeurs deux fois plus élevées que pour le complexe ML dans le cas où on est en présence de
CuSO4.5H2O, les deux valeurs étant pratiquement identiques. Par contre, en ce qui concerne
la complexation avec CuCl2.2H2O, le complexe ML2 est 3 unités de Log plus stable que le
complexe M2L et deux fois plus stable que le complexe ML. Pour ce composé ces deux
valeurs de constante de formation sont extrêmement élevées (Log βML2 = 16,6 et Log βM2L =
13,1). Selon les valeurs de constante de formation, les complexes 7e-CuSO4.5H2O et 7e-
CuCl2.2H2O ne sont pas les mêmes.
Les figures 33 et 34 montrent la distribution des espèces pour différentes valeurs de ρ 
avec le sulfate de cuivre et le chlorure de cuivre respectivement. L'évolution des espèces a été
réalisée à partir des résultats calculés des modèles proposés en utilisant Excel.
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Figure 33 - Evolution des espèces en fonction de ρ (7e-CuSO4.5H20).
Sur la figure 33, on peut distinguer trois zones de ρ : 
 ρ < 0,7 : dans cette zone la formation de trois complexes a commencée au même 
temps avec la décroissance du ligand, le complexe ML est prédominant, ML2 et M2L
ne se forment qu’en faible quantité.
 0,7 < ρ < 1,8 : cette zone connaît une diminution  du ligand et du complexe ML2, une
semi-stabilité de la concentration de ML et toujours une augmentation de la forme
M2L.
 1,8 < ρ < 4 : dans cette zone on note que le complexe M2L est prédominant par contre
la formation de ML2 est très faible. On voit aussi une décroissance du complexe ML.
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Figure 34 - Evolution des espèces en fonction de ρ (7e-CuCl2.H2O).
Sur la figure 34 on note que :
 0≤  ρ ≤ 0,5 : dans cette zone, il n’existe qu’un seul complexe ML2 (ρ = 0,5) qui est 
seul dans le milieu. Il y a consommation totale du métal qui est mis en défaut.
 0,5 ≤  ρ ≤ 2 : les deux formes ML et M2L augmentent progressivement et la formation
de l’espèce ML2 commence à décroitre. On peut déduire une transformation du
complexe ML2 en une forme ML selon le processus de complexation suivant :
Les caractéristiques spectrales (λmax, εmax) des espèces pures (L, ML ML2 et M2L)
déduites expérimentalement sont rassemblées dans le tableau suivant :
Chapitre IV Etude physico-chimique
139
CuSO4, 5 H2O CuCl2, 2 H2O
L ML ML2 M 2L L ML ML2 M 2L
1max 347 354 340 361 1max 345 370 350 340
 1max 62000 41000 126000 33500  1max 62000 48400 95600 38800
2max 389 389 2max 390
 2max 19400 25100 2max 46400
3max 466 410 466 3max 465 465 465
3max 17000 6730 20800 3max 20300 22300 66600
Tableau 14 - Complexation du cuivre par 7e.
Caractéristiques spectrales (λmax, εmax ) des espèces pures déduites expérimentalement.
Le dérivé 7e se complexe avec le CuSO4.5H2O en donnant trois types de complexes
ML, ML2 et M 2L avec des constantes de formation analysées plus haut. Les valeurs de 1max
aux longueurs d’onde indiquées, sont du même ordre de grandeur que pour le ligand seul pour
le complexe ML, deux fois inférieure pour M2L et deux fois supérieure pour le complexe
ML2.
Nous observons le même phénomène concernant la complexation du 7e avec CuCl2.H2O.
Nous avons également étudié la complexation du composé 7f. Cette étude a été faite
d’abord sur le composé chlorhydraté en présence de sulfate de cuivre comme agent de
complexation. Puis nous avons effectué la même étude de complexation en utilisant un
mélange de 7f en présence de 1éq. de triéthylamine, cette étude étant faite avec le sulfate de
cuivre et le chlorure de cuivre.
A titre d’exemple, je rapporte figure 35 le spectre UV de variation de D.O. à des
concentrations variables du 7f Et3N-CuCl2.2H2O.
Figure 35 - Complexation du Cu(II) par 7f.Et3N
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a) Spectres d’absorption en fonction de λ (7f-CuCl2.2H2O).Et3N
b) Spectres des espèces composantes.
Le programme STAR permet de trouver la meilleure adéquation entre les spectres
calculés et expérimentaux recherchée sur la gamme de longueur d’ondes indiquée dans le
tableau 15 : entre 370 et 455 nm pour  0 ≤ ρ ≤ 2,4 et entre 395 et 450 nm pour 0 ≤ ρ ≤ 2. 










7f + CuSO4,5 H2O 0  2,4 370-455 4,30,2 8,70,3 0,000991 8,96 0,64 0,19 2,25
7f +Et3N +CuCl2,
2H2O 0  2 395-450 4,20,04 8,40,1 0,000963 6,9 0,34 0,07 2,77
7f +Et3N +CuSO4,
5H2O 0  2 341-446 8,50,03 0,001954 10.,7 1,08 0,55 3,42
Tableau 15 - Constante de formation et tests statistiques des complexes de 7f et
7f.Et3N avec CuSO4.5H2O et CuCl2.2H2O.
Pour les valeurs de ρ = [M]/[L] entre 0 et 2, la figure 36 nous montre que le milieu 
contient les formes L, ML et ML2. La formation de complexes ML et ML2 commence au
même temps avec une progression du complexe ML, le forme L est démunie mais il reste
prédominant par rapport les autres formes jusqu’à ρ = 1,8 puis les complexe ML qui s'impose. 
Figure 36 - Complexation du CuCl2.2H2O par 7f.Et3N.
Evolution des espèces en fonction de ρ. 
Les caractéristiques spectrales (λmax, εmax) des espèces pures (L, ML ML2 et M2L)
déduites expérimentalement sont rassemblées dans le tableau suivant :
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CuSO4, 5 H2O CuCl2, 2 H2O
Ligands L ML ML2 M 2L L ML ML2 M 2L
7f




1max 395 395 425
max 22800 32000 10700 1max 16300 22700 94000
435 2max 445






Tableau 16 - Complexation du Cuivre par 7f et 7f.Et3N.
Caractéristiques spectrales (λmax, εmax)des espèces pures déduites expérimentalement.
Nous pouvons faire les commentaires suivants sur les résultats rapportés dans ces deux
tableaux :
i) Le dérivé 7f se complexe avec le CuSO4.5H2O en donnant deux types de
complexes ML et M2L avec des constantes de formation de 4,3 et 8,7. Les
valeurs de max sont globalement du même ordre de grandeur que pour le ligand
seul avec néanmoins une diminution de deux fois pour le complexe M 2L.
ii) Le dérivé 7f.Et3N se complexe avec le CuSO4.5H2O en donnant un seul type
de complexe ML2 et une constante de formation de 8,5. La valeur de max est
du même ordre de grandeur que pour le ligand seul.
iii) Le dérivé 7f.Et3N se complexe avec le CuCl2.2H2O en donnant deux types de
complexes ML et ML2 avec des constantes de formation de 4,2 et 8,4. Alors
que la valeur de max pour le complexe ML est du même ordre de grandeur que
pour le ligand seul, celle du complexe ML2 est extrêmement élevée (plus de six
fois supérieure). Ceci tend à indiquer que les complexes 7f.Et3N avec
CuSO4.5H2O et CuCl2.2H2O sont de nature différente. Malheureusement, nous
n’avons pu jusqu’à présent obtenir des cristaux de ces complexes pour
confirmer (ou infirmer) cette hypothèse.
Au regard de ces résultats préliminaires de complexation avec des complexes de
cuivre pour ces deux composés, nous pouvons conclure que le composé 7e est un meilleur
complexant que 7f. En effet, les valeurs de constantes de formation pour chaque complexe
formé de type 7e/Cu sont bien supérieures aux valeurs correspondantes des complexes de
type 7f/Cu. Ainsi, en comparant les mêmes types de complexes pour ces deux composés, le
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Log en ce qui concerne les complexations avec le CuSO4.5H2O varie de Log = 1,5-2,3
alors qu’avec CuCl2.2H2O les différences sont bien plus importantes (Log = 3,7-8,2).
2.1.6. Conclusion
En considérant l’ensemble des résultats que nous avons exposé pour ces deux
composés (7e et 7f) au cours de deux derniers chapitres (résultats biologiques, et physico-
chimiques) nous pouvons avancer la proposition suivante. Ces deux composés de la famille de
monomères "hydrazones syringiques" présentent des activités antioxydantes et un effet
cytoprotecteur contre la toxicité des LDLox. très intéressants (cf pages 105, 107). Ces
propriétés pourraient être reliées à des activités antiradicalaires plus importantes pour le
composé 7f et à des activités de complexation plus importantes pour le composé 7e.
Ces résultats (préliminaires en ce qui concerne les études physico-chimiques)
devraient être confortés par une étude exhaustive et détaillée des propriétés de deux familles
de composés synthétisés à savoir celle des "hydrazones syringiques" et celle des "bis-
hydrazones".
Une bonne appréciation de deux phénomènes physico-chimiques étudiés (piégeage des
radicaux et propriétés complexantes) pourrait conduire à la conception des composés encore





Au cours de ces travaux, nous avons synthétisé trois familles d'hydrazones
phénoliques de type monomère ou dimère qui ont ensuite été étudiées pour leurs propriétés
biologiques et physicochimiques. Plusieurs de ces hydrazones notamment celles possédant un
motif hydralazine se sont avérées capables de bloquer l’oxydation des LDL, de protéger les
cellules vis-à-vis de la toxicité des LDLox et du 4-HNE et de piéger les aldéhydes délétères
issus de la peroxydation lipidique.
Dans un deuxième temps, étant donné la nature multiple de l’activité antioxydante
qu’on mesure en biologie, nous avons cherché à rationaliser les résultats biologiques travers
des tests d’activité piégeur du radical neutre DPPH● ou du radical cation ABTS●+. La relation
entre l'activité antiradicalaire ainsi déterminée et l'activité antioxydante n'est pas directe.
Aussi, l'effet antioxydant observé n'étant pas du uniquement a un effet antiradicalaire, cela a
amené dans un troisième temps à commencer des études de complexation. Le cuivre et le fer
sont tous deux impliqués dans la réaction de Fenton. Ainsi, une bonne chélation de ces deux
métaux permettrait également d'expliquer l'activité antioxydante déterminée en biologie.
des études préliminaires ont été menées avec le Cu(II) uniquement et quelques
hydrazones syringiques et ont permis de confirmer l'hypothèse selon laquelle l'activité
antioxydante pouvait être expliqueé par une capacité à chélater le cuivre. A titre d'exemple,
l'hydrazone 7e, synthétisée à partir du syringaldéhyde et de l'hydrazinobenzothiazole est un
bon antioxydant. Elle présente de mauvaises propriétés antiradicalaires et des propriétés
chélatantes du cuivre intéressantes qui peuvent à elle seule expliquer l'activité antioxydante
observée en biologie.
Il faut maintenant étendre ces études de complexation du cuivre et du fer à l'ensemble
des hydrazones synthétisées de façon à pouvoir corréler les résultats biologiques et les
propriétés physicochimiques.
D'autre part, une étude plus fondamentale des propriétés redox est envisagée par
voltamétrie cyclique d'une part et RPE d'autre part; ce qui devrait permettre la conception de
nouvelles cibles moléculaires d'intérêt.
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I. REMARQUES GENERALES
Solvants et produits chimiques :
- Le tétrahydrofurane et le diéthyléther sont distillés sur sodium en présence de
benzophénone.
- Le DMSO, le DMF et le dichlorométhane sont distillés sur hydrure de calcium
avant utilisation.
- La triéthylamine, la diisopropylamine sont distillées sur hydrure de calcium et
conservées sur potasse.
- Les autres réactifs et solvants utilisés proviennent de fournisseurs standards de
produits chimiques et ont été utilisés sans purification supplémentaire.
Chromatographie :
- sur couche mince : feuille d'aluminium recouvertes d'un gel de silice 60 F254 de 0,20
mm d’épaisseur. De façon générale, l'acide phosphomolybdique a été utilisé comme
révélateur chimique.
- sur colonne flash : silice Merck 60 35-70 µm
Résonance Magnétique Nucléaire :
Les spectres RMN sont enregistrés sur des appareils AVANCE 250 et 300 travaillant à
- 300 MHz pour le noyau 1H
- 75 MHz pour le noyau l3C
- 81 MHz ou 121 MHz pour le noyau 3lP
- 189 MHz ou 282 MHz pour le noyau 19F.
Les déplacements chimiques (δ) sont exprimés en ppm et mesurés par rapport au
tétraméthylsilane (TMS) pris comme référence interne pour le 1H et le 13C.
Les notations sont s (singulet), d (doublet), t (triplet), q (quadruplet), dd (doublet
dédoublé) et m (massif ou multiplet).
Spectroscopie Infrarouge : PERKIN-ELMER 1760-X
Les nombres d'onde des bandes de vibration d'élongation () sont donnés en cm-1.
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Spectrométrie de masse :
- DCI/NH3 : TSQ 7000 Thermo-electron
- DCI/CH4 : GCT Premier Waters
- APCI et ESI basse résolution : API 365 Perkin Elmer Sciex et Q-TRAP Applied
Biosystems.
- ESI haute résolution : GC TOF Waters et Waters Q/TOF Ultima
- FAB : Nermag R10-10
Points de Fusion : mesurés en tube capillaire sur un appareil Büchi et non corrigés
Diffractomètre de Rayons X : Bruker-AXS CCD-1000 et Bruker-AXS APEX-II
Les données structurales ont été collectées à basse température (T = 193 (2) K
pour le diffractomètre CCD-1000 et T = 173 (2) K pour l'APEX-II) en utilisant la
radiation monochromatique du molybdène Mo Ká (ë = 0,71073 Å). Les structures ont été
résolues par les méthodes directes (SHELXS-97)* et affinées en utilisant la méthode des
moindres carrés sur F2 (SHELXL-97).
La dénomination des produits a été générée par le logiciel ChemDraw (ChemOffice
2004, version Ultra 8.0), en utilisant la nomenclature IUPAC. La numérotation figurant sur
les molécules, qui ne correspond pas à la nomenclature IUPAC a pour unique objectif de
faciliter la description des spectres RMN.
Les spectres ultra-violets (UV) ont été réalisés sur un appareil PERKIN-ELMER.
Les CLogP ont été calculé avec le logiciel ChemDraw Ultra version 8.0.
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II. METHODES GENERALES DE SYNTHESE
1. Méthode de protection des fonctions phénols
Méthode 1
Sous atmosphère inerte, le composé phénolique (1 éq.) est dissous dans du DMF
anhydre (4,5 mL/mmol). L'imidazole (2 éq.), la DMAP (1 éq.) puis le TBDPSCl (1,5 éq.) sont
ajoutés à cette solution. Le mélange réactionnel est agité 24 h à température ambiante sous
flux d'azote puis hydrolysé avec une solution aqueuse de NaHCO3 5%. La phase aqueuse est
extraite trois fois avec de l'éther diéthylique. Les phases organiques sont rassemblées, séchées
sur Na2SO4 anhydre et concentrées sous vide.
Méthode 2
Sous atmosphère inerte, la diisopropyléthylamine (3,5 éq.) est introduite dans une
solution de produit phénolique (1 éq.) et de chlorure de tertiobutyldiméthylsilyle (3 éq.) dans
du DMF sec (15 mL/mmol). La réaction est agitée pendant 2h30 à température ambiante puis
jetée dans de l'eau glacée. Le produit est extrait dans Et2O. Les phases organiques sont
rassemblées, lavées avec une solution aqueuse saturée de NaCl, séchées sur Na2SO4 anhydre
puis concentrées sous vide.
2. Méthode de chloration des phosphonodiesters
Au phosphonodiester (1 éq.) placé sous flux d'azote, le chlorure d'oxalyle fraîchement
distillé (200 éq.) est ajouté à température ambiante puis le mélange réactionnel est maintenu
sous agitation magnétique. La disparition du phosphonodiester suivie par RMN 31P est totale
au bout de 3 h.
3. Méthode de fluoration/déprotection des phosphonochloridoates silylés
Le phosphonochloridoate précédemment synthétisé (1 éq.) est dissous sous
atmosphère inerte dans du THF fraîchement distillé (10 mL/mmol). La triéthylamine (3,33
éq.) et le complexe Et3N·3HF (1,67 éq.) sont additionnés puis le milieu réactionnel est
maintenu sous agitation magnétique à température ambiante. La disparition du
phosphonochloridoate suivie par RMN 31P est totale au bout de 30 min.
La réaction est stoppée par addition d'AcOEt. Le précipité obtenu est filtré sur
Büchner, puis le filtrat est repris avec de l'eau distillée. La phase aqueuse est extraite trois fois
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avec de l'AcOEt. Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na2SO4 anhydre puis
concentrées sous vide.
4. Méthode du couplage de Wittig-Horner
A une solution de diisopropylamine (2,06 éq.) dissous dans du THF anhydre (8
mL/mmol) maintenue à -78 °C et sous flux d'azote, le n-BuLi (1,6 M dans l'hexane: 2,06 éq.)
est ajouté. Le mélange est maintenu sous agitation pendant 30 min à -78 °C sous flux d'azote.
Le méthylènediphosphonate de tétraéthyle (2,06 éq.) est ajouté à la solution de LDA ainsi
obtenue, et le mélange réactionnel est agité 1 h à -78 °C. Le composé aldéhydique (1 éq.)
dissous dans du THF anhydre (8 mL/mmol) est additionné et la solution est maintenue sous
agitation pendant 45 min à -78 °C. Le mélange réactionnel est ramené à température
ambiante, chauffé au reflux du THF pendant 2 h, puis hydrolysé avec une solution aqueuse
saturée en NH4Cl. La phase aqueuse est extraite trois fois avec de l'éther diéthylique. Les
phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na2SO4 anhydre et concentrées sous vide.
5. Méthode de déprotection des groupements silylés
Le composé silylé (1 éq.) est dissous dans du THF fraîchement distillé (10 mL/mmol)
sous atmosphère inerte. La triéthylamine (1,67 éq.) puis le complexe Et3N·3HF (0,83 éq.) sont
additionnés. Le milieu réactionnel est maintenu sous agitation à température ambiante
pendant 1 h. La réaction est stoppée par addition d'AcOEt puis le milieu est acidifié à pH 4-5
avec une solution aqueuse de HCl 1 M. La phase aqueuse est extraite trois fois avec de
l'AcOEt. Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na2SO4 anhydre puis
concentrées sous vide.
6. Méthode de synthèse des hydrazones
Méthode 1
Le "phosphonate-aldéhyde" (1 éq.) est dissous dans de l'éthanol absolu (40 mL/mmol).
L'isoniazide ou l'hydralazine (1 éq.) est ajouté. Le milieu réactionnel est chauffé au reflux de
l'éthanol de 4 h à 4 jours. L'éthanol est ensuite évaporé sous vide.
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Méthode 2
La bisvanilline (1 éq.) est mise en suspension dans de l'éthanol absolu (40 mL/mmol).
L'isoniazide ou l'hydralazine (2 éq.) est ajouté puis le milieu réactionnel est chauffé au reflux
de l'éthanol de 4 à 24 h. La solution est refroidie à température ambiante et la bishydrazone
est obtenue par filtration sur Büchner.
Partie Expérimentale de Chimie
150
Composé A : (E)-2-(4-hydroxy-3,5-diméthoxyphényl)vinylphosphonate de diéthyle
Le protocole 4 du couplage de Wittig-Horner est appliqué au syringaldéhyde (3,21 g ;
17,6 mmol).
Purification : Recristallisation dans CH2Cl2.
On obtient 3,73 g de phosphonodiester poudre blanche.
Rendement = 67%
RMN 1H (CDCl3, 300 MHz)  ppm :
1,34 (t, 6H, 3J H-H = 7,0 Hz, CH3CH2O) ; 3,90 (s, 6H, CH3O) ; 4,12 (qd, 4H, 3J H-H = 7,2 Hz,
3JH-P = 7,2 Hz, CH3CH2O) ; 5,76 (s, 1H, OH) ; 6,08 (dd, 1H, 3JH-H = 17,2 Hz, 2JH-P = 17,2 Hz,
CH=CH-P) ; 6,75 (s, 2H, H2,6) ; 7,38 (dd, 1H, 3JH-H = 17,5 Hz, 3JH-P = 24,5 Hz, CH=CH-P).
RMN 13C (CDCl3, 75 MHz)  ppm :
16,4 (d, 3JC-P = 6,5 Hz, CH3CH2O) ; 56,3 (s, CH3O) ; 61,8 (d, 2JC-P = 5,4 Hz, CH3CH2O) ;
104,7 (s, C2,6) ; 111,1 (d, 1JC-P = 192,0 Hz, C=C-P) ; 126,4 (d, 3JC-P = 20,3 Hz, C1) ; 137,0 (s,
C4) ; 147,2 (s, C3,5) ; 148,9 (d, 2JC-P = 6,8 Hz, C=C-P).
RMN 31P (CDCl3, 81 MHz)  ppm :
20,36 (s, P-OEt).
SM (IC, NH3, pos.) m/z : 317,0 (M+H+), 334,0 (M+NH4+).
Analyse Elémentaire pour C14H21O6P (calculée/trouvée) : %C (53,16/52,91) ; %H (6,69/6,76).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3188 (O-H) ; 3082 (C-H vinyl.) ; 1620 (C=C vinyl.) ; 1594 (C=C arom.) ; 1242 (P=O) ; 1162
(P-O).
UV (EtOH, 22 µM) :
λ = 232 nm, ε = 27600 mol-1. L. cm-1
λ = 311 nm, ε = 25000 mol-1. L. cm-1.
Pf = 180-184 °C.
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Composé A’ : (E)-2-[(4-tertiobutyldiphénylsilyloxy)-3,5-diméthoxyphényl]vinylphosphonate
de diéthyle
Le protocole 1 de protection des fonctions phénols (Méthode 1) est appliqué au
phosphonodiester A (1,98 g ; 6,33 mmol). La durée de la réaction est de 16 h.
Purification : Chromatographie MPLC sur gel de silice, éluée avec le mélange AcOEt/EP 6/4
+ 1 % Et3N.
On obtient 2,74 g de phosphonodiester silylé poudre blanche.
Rendement = 78%
RMN 1H (CDCl3, 300 MHz)  ppm :
1,10 (s, 9H, tBu) ; 1,35 (t, 6H, 3JH-H = 7,0 Hz, CH3CH2O) ; 3,45 (s, 6H, CH3O) ; 4,12 (qd, 4H,
3JH-H = 7,0 Hz, 3JH-P = 7,0 Hz, CH3CH2O) ; 6,04 (dd, 1H, 3JH-H = 13,8 Hz, 2JH-P = 17,4 Hz,
CH=CH-P) ; 6,61 (s, 2H, H2,6) ; 7,35 (m, 7H, CH=CH-P + Hp et Hm phényl) ; 7,73 (d, 4H,
3JHo-Hm = 7,5 Hz, Ho phényl).
RMN 13C (CDCl3, 75 MHz)  ppm :
16,4 (d, 3JC-P = 6,8 Hz, CH3CH2O) ; 20,1 (s, Cq tBu) ; 26,2 (s, CH3 tBu) ; 55,2 (s, CH3O) ;
61,7 (d, 2JC-P = 5,3 Hz, CH3CH2O) ; 104,8 (s, C2,6) ; 111,2 (d, 1JC-P = 192,0 Hz, C=C-P) ; 127,1
(s, Cm phényl) ; 127,5 (d, 3JC-P = 24,0 Hz, C1) ; 129,2 (s, Cp phényl) ; 134,2 (s, C4) ; 135,1 (s,
Co phényl) ; 136,6 (s, Ci phényl) ; 149,1 (d, 2JC-P = 6,8 Hz, C=C-P) ; 151,1 (s, C3,5).
RMN 31P (CDCl3, 81 MHz)  ppm :
20,09 (s, P-OH).
SM (IC, NH3, pos.) m/z : 555,0 (M+H+).
Pf : 155-157 °C.
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Composé A’’ : (E)-2-[(4-tertiobutyldiphénylsilyloxy)-3,5-diméthoxyphényl]
vinylphosphonochloridoate d’éthyle
Le protocole 2 de chloration des phosphonodiesters est appliqué au phosphonodiester protégé
3 (1,23 g ; 2,26 mmol).
RMN 31P (CDCl3, 81 MHz)  ppm :
29,94 (s, P-Cl).
Composé B : (E)-2-(4-hydroxy-3,5-diméthoxyphényl)vinylphosphonofluoridoate d’éthyle
Le protocole 3 de fluoration/déprotection des phosphonochloridoates silylés (Méthode
1) est appliqué au composé chloré (229 mg ; 0,42 mmol).
Purification: Chromatographie MPLC sur gel de silice, éluée avec un gradient AcOEt/EP 4/6
à 6/4. On obtient 93 mg de phosphonofluoridoate B.
Rendement = 77%
RMN 1H (CDCl3, 300 MHz)  ppm :
1,39 (t, 3H, 3JH-H = 7,0 Hz, CH3CH2O) ; 3,86 (s, 6H, CH3O) ; 4,25 (qd, 2H, 3JH-H = 7,0 Hz, 3JH-
P = 7,0 Hz, CH3CH2O) ; 5,82 (s, 1H, OH) ; 6,07 (dd, 1H, 3JH-H = 17,5 Hz, 2JH-P = 19,2 Hz,
CH=CH-P) ; 6,70 (s, 2H, H2,6) ; 7,48 (dd, 1H, 3JH-H = 17,5 Hz, 3JH-P = 24,5 Hz, CH=CH-P).
RMN 13C (CDCl3, 75 MHz)  ppm :
16,3 (d, 3JC-P = 6,0 Hz, CH3CH2O) ; 56,3 (s, CH3O) ; 63,4 (d, 2JC-P = 6,0 Hz, CH3CH2O) ;
105,1 (s, C2,6) ; 106,7 (dd, 1JC-P = 207,0 Hz, 2JC-F = 33,0 Hz, C=C-P) ; 125,5 (d, 3JC-P = 25,5
Hz, C1) ; 137,9 (s, C4) ; 147,3 (s, C3,5) ; 151,6 (dd, 2JC-P = 7,5 Hz, 3JC-F = 3,8 Hz, C=C-P).
RMN 31P (CDCl3, 81 MHz)  ppm :
19,50 (d, 1JP-F = 1023,0 Hz, P-F).
RMN 19F (CDCl3, 189 MHz)  ppm :
11, 88 (d, 1JF-P = 1021,0 Hz, F-P).
SM (IC, NH3, pos.) m/z : 308,0 (M+NH4+) ; 291,0 (M+H+).
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Analyse Elémentaire pour C12H16FO5P (calculée/trouvée) : %C(49,66/49,66) ; %H
(5,56/5,70).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3270 (O-H) ; 3014 (C-H vinyl.) ; 1616 (C=C vinyl.) ; 1597 (C=C arom.) ; 1253 (P=O) ; 1159
(P-O).
UV (EtOH, 26 µM) :
λ = 318 nm, ε = 27000 mol-1. L. cm-1.
Pf = 132-134 °C.





M = 302,28 g.mol-1








A la vanilline (10,64 g ; 70 mmol ; 1 éq.) en suspension dans 700 mL d’eau est ajouté
le sulfate de fer (400 mg ; 1,4 mmol ; 0,02 éq.) sous agitation magnétique vigoureuse. Après
10 min de chauffage à 50 °C, le persulfate de sodium (8,93 g ; 37,5 mmol ; 0,5 éq.) est ajouté.
Le chauffage est maintenu pendant 5 jours. Le précipité marron formé est alors filtré sur
Büchner puis lavé à l’eau.
Purification: Le précipité est solubilisé dans une solution de soude 2 M puis reprécipitée par
addition d’une solution d’acide chlorhydrique 2 M. Le précipité est filtré sur Büchner et séché
dans une étuve sous pression réduite.
On obtient 10 g de bisvanilline poudre marron clair.
Rendement = 95%
RMN 1H (DMSO, 300 MHz)  ppm :
3,83 (s, 6H, CH3O) ; 7,32 (d, 2H, 4JH2-H6 = 1,9 Hz, H2) ; 7,36 (d, 2H, 4JH6-H2 = 1,9 Hz, H6) ;
9,71 (s, 2H, CHO).
RMN 13C (DMSO, 75 MHz)  ppm :
56,5 (s, CH3O) ; 109,7 (s, C2) ; 125,0 (s, C5) ; 128,2 (s, C1) ; 128,6 (s, C6) ; 148,6 (s, C4) ;
150,9 (s, C3) ; 191,6 (s, CHO).
SM (FAB, MNBA) m/z : 303,1 (M+H+).
Analyse Elémentaire pour C16H14O6 (calculée/trouvée) : % C (63,52/63,46) ; % H (4,63/4,61).
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IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3186 (O-H) ; 1672 (C=O) ; 1587 (C=C arom.) ; 1454 (C=C arom.).
UV (EtOH + 0,2 % DMSO, 25 µM, 25 °C) :
λ = 303 nm, ε = 14300 mol-1. L. cm-1.
Pf > 270 °C.
Composé 2 : 6,6'- ditertiobutyldiméthylsilyloxy -5,5'-diméthoxybiphényl-3,3'-dicarbaldéhyde
A une suspension de bisvanilline 1 (1,0 g ; 3,31 mmol ; 1 éq.) dans 10 mL de DMF
anhydre, le chlorure de tertiobutyldiméthylsilyle (1,25 g ; 8,28 ml ; 2,5 éq.) est ajouté sous
atmosphère inerte. Après solubilisation du chlorure, l’imidazole (1,13 g ; 16,56 mmol ; 5 éq.)
est ajouté. Le milieu réactionnel est maintenu sous agitation magnétique à température
ambiante pendant 3 h, puis versé sur une solution aqueuse de bicarbonate de sodium à 5 %.
La phase aqueuse est extraite avec de l’AcOEt. La phase organique est lavée à l’eau afin
d’éliminer le DMF, séchée sur Na2SO4 anhydre puis évaporée sous vide pour conduire à une
huile marron foncé. Le résidu est alors repris dans du dichlorométhane et filtré sur colonne de
silice afin d’éliminer les impuretés colorées.
Purification : Chromatographie sur gel de silice, éluée avec un mélange AcOEt/EP 3:7.
On obtient 1,23 g de bisvanilline silylée 2.
Rendement = 70%
RMN 1H (CDCl3, 300 MHz)  ppm :
-0,03 (s, 12H, Si(CH3)2) ; 0,55 (s, 18H, tBu) ; 3,83 (s, 6H, CH3O) ; 7,35 (d, 2H, 4JH2-H6 = 2,0
Hz, H2) ; 7,40 (d, 2H, 4JH6-H2 = 2,0 Hz, H6) ; 9,78 (s, 2H, CHO).
RMN 13C (CDCl3, 75 MHz)  ppm :
- 4,3 (s, Si(CH3)2) ; 18,3 (s, Cq tBu) ; 25,2 (s, CH3 tBu) ; 55,2 (s, CH3O) ; 108,7 (s, C2) ; 129,4
(s, C6) ; 129,5 (s, C5) ; 129,7 (s, C1) ; 149,1 (s, C4) ; 151,1 (s, C3) ; 191,0 (s, CHO).
SM (ES, pos.) m/z : 531,5 (M+H+)
Pf = 182-186 °C.
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Composé 3 : (E)-2-[(4,4'-ditertiobutyldiméthylsilyloxy-1'-formyl-3,3'-diméthoxy)-5,5'-
biphényl]vinylphosphonate de diéthyle
Le protocole 4 du couplage de Wittig-Horner est appliqué à la bisvanilline silylée 2 (1
g ; 1,88 mmol) avec 1 éq. de diisopropylamine, n-BuLi et méthylènediphosphonate de
tétraéthyle. La durée de la réaction (après addition de la bisvanilline silylée) est de 3h30.
Purification: Chromatographie sur gel de silice, éluée avec le mélange AcOEt/EP 6/4.
On obtient 675 mg de phosphonodiester-aldéhyde protégé 3 comme une huile translucide.
Rendement = 54%
RMN 1H (CDCl3, 300 MHz)  ppm :
- 0,06 (s, 12H, Si(CH3)2) ; 0,55 (s, 9H, tBu) ; 0,56 (s, 9H, tBu’) ; 1,27 (t, 6H, 3JH-H = 7,1 Hz,
CH3CH2O) ; 3,87 (s, 3H, CH3O) ; 3,82 (s, 3H, CH’3O) ; 4,05 (q, 4H, 3JH-H = 3JH-P = 7,3 Hz,
CH3CH2O) ; 6,02 (dd, 1H, 3JH-H = 2JH-P = 17,5 Hz, CH=CH-P) ; 6,29 (d, 1H, 4JH2-H6 = 2,1 Hz,
H2) ; 7,03 (d, 1H, 4JH6-H2 = 2,1 Hz, H6) ; 7,31 (d, 1H, 4JH2’-H6’ = 2,0 Hz, H2’) ; 7,36 (dd, 1H, 3JH-
H = 17,4 Hz, 3JH-P = 22,5 Hz, CH=CH-P) ; 7,38 (d, 1H, 4JH6’-H2’ = 2,0 Hz, H6’) ; 9,82 (s, 1H,
CHO).
RMN 13C (CDCl3, 75 MHz)  ppm :
- 4,5 (s, Si(CH3)2) ; - 4,3 (s, Si(C’H3)2) ; 16,3 (d, 3JC-P = 6,4 Hz, CH3CH2O) ; 18,3 (s, Cq tBu) ;
18,4 (s, C’q tBu) ; 25,1 (s, CH3 tBu) ; 25,1 (s, C’H3 tBu) ; 55,0 (s, CH3O) ; 55,1 (s, C’H3O) ;
61,6 (d, 2JC-P = 5,2 Hz, CH3CH2O) ; 108,3 (s, C2) ; 109,7 (s, C2’) ; 111,2 (d, 1JC-P = 192,5 Hz,
C=C-P) ; 124,1 (s, C6) ; 127,3 (d, 3JC-P = 23,7 Hz, C1) ; 129,3 (s, C5) ; 129,6 (s, C1’) ; 129,6 (s,
C6’) ; 130,1 (s, C5’) ; 145,0 (s, C4) ; 148,6 (d, 2JC-P = 6,7 Hz, C=C-P) ; 149,0 (s, C4’) ; 150,5 (s,
C3) ; 151,0 (s, C3’) ; 190,9 (s, CHO).
RMN 31P (CDCl3, 81 MHz)  ppm :
20,59 (s, P-OEt).
SM (IC, NH3, pos.) m/z : 665,0 (M+H+).
IR (lames de NaCl)  cm-1 :
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2930 (C-H aliph.) ; 2857 (C-H ald.) ; 1690 (C=O) ; 1575 (C=C arom.) ; 1487 (C=C arom.) ;
1251 (P=O) ; 1158 (P-O).
Composé 4 : (E)-2-[(4,4'-dihydroxy-1'-formyl-3,3'-diméthoxy)-5,5'-
biphényl]vinylphosphonate de diéthyle
Le protocole 5 de déprotection des groupements silylés est appliqué au
phosphonodiester-aldéhyde protégé 3 (400 mg ; 0,60 mmol).
On obtient 225 mg de phosphonodiester-aldéhyde pur.
Rendement = 86%
RMN 1H (CDCl3, 300 MHz)  ppm :
1,29 (t, 6H, 3JH-H = 7,1 Hz, CH3CH2O) ; 3,92 (s, 3H, CH3O) ; 3,95 (s, 3H, CH’3O) ; 4,06 (q,
4H, 3JH-H = 3JH-P = 7,1 Hz, CH3CH2O) ; 6,05 (dd, 1H, 3JH-H = 2JH-P = 17,4 Hz, CH=CH-P) ;
6,99 (d, 1H, 4JH2-H6 = 1,7 Hz, H2) ; 7,08 (d, 1H, 4JH6-H2 = 1,7 Hz, H6) ; 7,37 (dd, 1H, 3JH-H =
17,3 Hz, 3JH-P = 22,5 Hz, CH=CH-P) ; 7,40 (d, 1H, 4JH2’-H6’ = 1,6 Hz, H2’) ; 7,43 (d, 1H, 4JH6’-
H2’ = 1,7 Hz, H6’) ; 9,80 (s, 1H, CHO).
RMN 13C (CDCl3, 75 MHz)  ppm :
16,4 (d, 3JC-P = 6,8 Hz, CH3CH2O) ; 56,1 (s, CH3O) ; 56,1 (s, C’H3O) ; 61,8 (d, 2JC-P = 5,3 Hz,
CH3CH2O) ; 107,6 (s, C2’) ; 108,6 (s, C2) ; 110,6 (d, 1JC-P = 191,3 Hz, C=C-P) ; 124,3 (s, C6) ;
124,5 (s, C4 ou C4’) ; 124,8 (s, C4’ ou C4) ; 126,5 (d, 3JC-P = 23,3 Hz, C1) ; 128,2 (s, C1’) ;
129,9 (s, C6’) ; 146,8 (s, C3) ; 148,2 (s, C3’ ou C5) ; 148,7 (s, C5 ou C3’) ; 148,9 (d, 2JC-P = 6,8
Hz, C=C-P) ; 151,7 (s, C5’) ; 190,9 (s, CHO).
RMN 31P (CDCl3, 121 MHz)  ppm :
20,51 (s, P-OEt).
SM (IC, NH3, pos.) m/z : 454,3 (M+NH4+).
Analyse Elémentaire pour C21H25O8P (calculée/trouvée) : % C (57,75/55,65) ; % H
(5,73/6,33).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
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3353 (O-H) ; 2989 (C-H vinyl.) ; 1678 (C=O) ; 1613 (C=C vinyl.) ; 1589 (C=C arom.) ; 1280
(P=O) ; 1142 (P-O).
UV (EtOH, 25 µM, 25 °C) :
λ = 311 nm, ε = 20600 mol-1. L. cm-1.
Pf = 72-74 °C.
Composé 5a : 2-{5'-{(E)-[2-(4-trifluorométhyl-2,6-dichlorophényl)hydrazinylidène]méthyl}-













M = 663,41 g.mol-1












Le phosphonodiester-aldéhyde (50 mg ; 0,115 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol
absolu (4,6 mL). L’hydrazine (28,05 mg ; 0,115 mmol ; 1 éq.) est ajoutée. Le milieu
réactionnel est chauffé au reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 18h.
Purification : Le brut est purifé par chromatographie sur gel de silice, éluée avec l’AcOEt.
On obtient 52 mg d’hydrazone 5a comme une poudre jaune clair.
Rendement = 68%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 88%
RMN 1H (CD3OD, 300 MHz)  ppm :
1,15 (t, 6H, 3JH-H = 7,0 Hz, CH3CH2O) ; 3,72 (s, 3H, CH3O) ; 3,76 (s, 3H, CH’3O) ; 3,90 (qd,
4H, 3JH-H = 7,0 Hz, 3JH-P = 7,1 Hz, CH3CH2O) ; 6,21 (t, 1H, 3JH-H = 2JH-P = 17,8 Hz, CH=CH-
P) ; 6,93 (s, 1H, H2) ; 6,95 (s, 1H, H6) ; 7,14 (s, 2H, H2’,6’) ; 7,18 (dd, 1H, 3JH-H = 17,4 Hz, 3JH-
P = 22,8 Hz, CH=CH-P) ; 7,66 (s, 2H, H3’’,5’’) ; 8,01 (s, 1H, HC=N).
RMN 13C (CD3OD, 75 MHz)  ppm :
16,2 (d, 3JC-P = 6,2 Hz, CH3CH2O) ; 55,6 (s, CH3O) ; 55,9 (s, C’H3O) ; 60,9 (d, 2JC-P = 5,4 Hz,
CH3CH2O) ; 106,6 (s, C2) ; 108,9 (s, C2’) ; 121,5 (d, 2JF-C = 34 Hz, C4’’) ; 122,8 (s, C6’) ; 123,0
(s, C2”,6”) ; 124,0 (q, 1JC-F = 272,2 Hz, CF3) ; 124,3 (s, C1’,1”) ; 124,7 (s, C6) ; 124,8 (s, C5,5’) ;
125,9 (d, 3JC-P = 24,2 Hz, C1) ; 126,6 (q, 3JC3’-F = 3,5 Hz, C3”,5”) ; 141,5 ( s, C4,4’) ; 148,3 (d,
2JC-P = 6,8 Hz, C=C-P) ; 148,4 (s, C 3, 3’) ; 151,3 (s, HC=N).
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RMN 31P (DMSO, 121 MHz)  ppm :
20,71 (s, P-OEt).
NMR 19F (CD3OD, 282 MHz)  ppm :
- 60.26 (s, 1F).
SM (ES, CD3OD, pos.) m/z : 685,1 (M+Na+).
HRMS (ES) m/z : pour C28H29N2O7F3PCl2 (calculée/trouvée) : (663,1042/663,1048)
(M+H+) et pour C28H28N2O7F3NaPCl2 (calculée/trouvée) : (685,0878/685,0878) (M+Na+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3409 (O-H) ; 2981 (C-H vinyl.) ; 1601 (C=N) ; 1536 (C=C vinyl.) ; 1487 (C=C arom.) ;
1465 (C=C arom.) ; 1296 (P=O) ; 1145 (P-O) ; 967 ( HC=CH trans).
UV ( EtOH, 30 µM, 25 °C ) :
λ = 327 nm, ε = 35330 mol-1. L. cm-1
Pf = 142-144 °C.
Composé 5b : chlohydrate de 2-{5'-{(E)-[2-(2-fluorophényl)hydrazinylidène]méthyl}-2',6-
dihydroxy-3',5-diméthoxybiphényl-3-yl}éthényl phosphonate de diéthyle
Le phosphonodiester-aldéhyde (50 mg ; 0,115 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol
absolu (4,6 mL). L’hydrazine (18,16 mg ; 0,115 mmol ; 1 éq.) est ajoutée. Le milieu
réactionnel est chauffé au reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 24h.
L’éthanol est ensuite évaporé sous vide.
On obtient 65 mg d’hydrazone 5b comme une poudre jaune clair.
Rendement = 97%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 20%
RMN 1H (CD3OD, 300 MHz)  ppm :
1,28 (t, 6H, 3JH-H = 7,1 Hz, CH3CH2O) ; 3,91 (s, 3H, CH3O) ; 3,98 (s, 3H, CH’3O) ; 4,05 (qd,
4H, 3JH-H = 7,1 Hz, CH3CH2O) ; 6,19 (dd, 1H, 3JH-H =17,5 Hz, 2JH-P = 18,5 Hz, CH=CH-P) ;
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6,61-7,02 (m, 4H, Har) ; 6,99 (d, 1H, 4JH6’-H2’ = 1,9 Hz, H2) ; 7,04 (d, 1H, 4JH2-H6 = 1,9 Hz, H6)
; 7,17 (d, 1H, 4JH6-H2 = 2,0 Hz, H2’) ; 7,33 (d, 1H, 4JH2’-H6’ = 2,0 Hz, H6’) ; 7,34 (dd, 1H, 3JH-H =
17,5 Hz, 3JH-P = 22,8 Hz, CH=CH-P) ; 7,47 (td, 1H, 3JH-H = 8,4 Hz, 4JH-H = 1,8 Hz, H5”) ; 7,85
(s, 1H, HC=N).
RMN 13C (CD3OD, 75 MHz)  ppm :
16,7 (d, 3JC-P = 6,4 Hz, CH3CH2O) ; 56,6 (s, CH3O) ; 56,8 (s, C’H3O) ; 63,4 (d, 2JC-P = 5,7 Hz,
CH3CH2O) ; 108,0 (s, C2) ; 109,9 (s, C2’) ; 110,1 (d, 1JC-P = 193,4 Hz, C=C-P) ; 115,2 (d, 4J6”-F
= 3,2 Hz, C6’’) ; 115,6 (d, 2JC3”-F = 18,2 Hz, C3’’) ; 119,4 (d, 3JC4”-F = 6,8 Hz, C4’’) ; 125,7 (s,
C6’) ; 125,8 (s, C6) ; 126,0 (s, C1’) ; 126,3 (s, C5’’) ; 127,4 (d, 3JC-P = 24,1 Hz, C1) ; 128,6 (s,
C5,5’) ; 135,4 (d, 1JC2”-F = 9,8 Hz, C2”) ; 146,1 (s, C4) ; 148,0 (s, C4’) ; 149,5 (d, 2JC1”-F = 5,0 Hz,
C1’’) ; 149,6 (s, C3) ; 149,7 (s, C3’) ; 151,1 (d, 2JC-P = 6,8 Hz, C=C-P) ; 152,7 (s, HC=N).
RMN 31P (CD3OD, 121 MHz)  ppm :
21,80 (s, P-OEt).
NMR 19F (CD3OD, 282 MHz)  ppm :
-137,82 (s, 1F).
SM (ES, CD3OD, pos.) m/z : 567,4 (M+Na+) ; 545,4 (M+H+)
HRMS (ES) m/z : pour C27H31N2O7FP (calculée/trouvée) : (545,1853/545,1874) (M+H+)
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3435 (O-H) ; 2981 (C-H vinyl.) ; 1622 (C=N) ; 1595 (C=C vinyl.) ; 1530 (C=C arom.) ;
1491 (C=C arom.) ; 1257 (P=O) ; 1146 (P-O) ; 968 ( HC=CH trans).
UV ( EtOH, 41 µM, 25 °C ):
λ = 290 nm, ε = 24150 mol-1. L. cm-1
λ = 328 nm, ε = 22670 mol-1. L. cm-1
Pf = 130-133 °C.
Composé 5c : chlohydrate de 2-(5'-{(E)-[2-(4-fluorophényl)hydrazinylidène]méthyl}-2',6-
dihydroxy-3',5-diméthoxybiphényl-3-yl)éthényl phosphonate de diéthyle
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Le phosphonodiester-aldéhyde (74 mg ; 0,169 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol
absolu (3 mL). L’hydrazine (32,84 mg ; 0,169 mmol ; 1,2 éq.) est ajoutée. Le milieu
réactionnel est agité toute la nuit à TA.
Purification : Le brut est purifé par chromatographie sur gel de silice, éluée avec l’AcOEt.
On obtient 59 mg d’hydrazone 5c comme une poudre jaune claire.
Rendement = 60%
RMN 1H (CD3OD, 300 MHz)  ppm :
1,07 (t, 6H, 3JH-H = 7,0 Hz, CH3CH2O) ; 3,82 (s, 3H, CH3O) ; 3,83 (s, 3H, CH’3O) ; 3,98 (qd,
4H, 3JH-H = 7,1 Hz, 3JH-P = 7,1 Hz, CH3CH2O) ; 6,13 (t, 1H, 3JH-H = 2JH-P = 18,5 Hz, CH=CH-
P) ; 6,81 (dt, 3JH3”,2” = 3JH3”,F = 8,8 Hz, 2H, H3”,5”) ; 6.88-6.95 (m, 2H, H2,6) ; 6.95-6.98 (m,
2H, H2”,6”) ; 7,08 (d, 1H, 4JH2’-H6’ = 1,8 Hz, H2’) ; 7,24 (d, 1H, 4JH6’-H2’ = 1,8 Hz, H6’) ; 7,27
(dd, 1H, 3JH-H = 17,5 Hz, 3JH-P = 22,9 Hz, CH=CH-P) ; 7,68 (s, 1H, HC=N).
RMN 13C (CD3OD, 75 MHz)  ppm :
16,7 (d, 3JC-P = 6,4 Hz, CH3CH2O) ; 56,6 (s, CH3O) ; 56,8 (s, C’H3O) ; 63,4 (d, 2JC-P = 5,7 Hz,
CH3CH2O) ; 108,2 (s, C2) ; 109,8 (s, C2’) ; 110,2 (d, 1JC-P = 193,3 Hz, C=C-P) ; 114,5 (d, 3J2”-F
= 7,5 Hz, C2’’,6’’) ; 116,6 (d, 2JC-F = 22,7 Hz, C3”,5’’) ; 124,4 (s, C6) ; 126,1 (s, C1’) ; 126,2 (s,
C6’) ; 126,7 (s, C5) ; 127,4 (d, 3JC-P = 24,1 Hz, C1) ; 128,2 (s, C5’) ; 143,6 (s, C4) ; 143,7 (s, C4’)
; 147,2 (d, 1JC4”-F = 117,5 Hz, C4’’) ; 149,7 (s, C3,3’) ; 151.0 (s, HC=N) ; 151,1 (d, 2JC-P = 6,8
Hz, C=C-P) ; 162,1 (s, C1”).
19F RMN (CDCl3, 282 MHz)  ppm :
-128,52(s, 1F).
RMN 31P (CD3OD, 121 MHz)  ppm :
21,80 (s, P-OEt).
SM (ES, CD3OD, pos.) m/z : 567,2 (M+Na+) ; 545,2 (M+H+).
HRMS (ES) m/z : pour C27H31N2O7FP (calculée/trouvée) : (545,1853/545,1870) (M+H+)
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3412 (O-H) ; 3039 (C-H vinyl.) ; 1596 (C=N) ; 1503 (C=C arom.) ; 1211 (P=O) ; 1147 (P-O);
968 ( HC=CH trans).
UV ( EtOH, 40 µM, 25 °C ) :
λ = 227 nm, ε = 28750 mol-1. L. cm-1
λ = 293 nm, ε = 25000 mol-1. L. cm-1
Pf = 127-130 °C.
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Composé 5d : chlorhydrate de [ (E)-2-{5'-[(E)-(2-carbamimidoylhydrazinylidène)méthyl]-
2',6-dihydroxybiphényl-3-yl}éthényl]phosphonate de diéthyle
Le phosphonodiester-aldéhyde (50 mg ; 0,115 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol
absolu (4,6 mL). L’hydrazine (12,72 mg ; 0,115 mmol ; 1 éq.) est ajoutée. Le milieu
réactionnel est chauffé au reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 18h.
L’éthanol est ensuite évaporé sous vide.
On obtient 59 mg d’hydrazone 5d comme une poudre jaune clair.
Rendement = 98%
Rendement (automate réacteur 13 mL)= 86%
RMN 1H (DMSO, 300 MHz)  ppm :
1,15 (t, 6H, 3JH-H = 7,1 Hz, CH3CH2O) ; 3,78 (s, 3H, CH3O) ; 3,79 (s, 3H, CH’3O) ; 3,90 (qd,
4H, 3JH-H = 7,1 Hz, 3JH-P = 8,1 Hz, CH3CH2O) ; 6,26 (dd, 1H, 3JH-H = 2JH-P = 17,9 Hz,
CH=CH-P) ; 6,90 (d, 1H, 4JH2-H6 = 1,7 Hz, H2) ; 7,05 (d, 1H, 4JH6-H2 = 1,8 Hz, H6) ; 7,18 (dd,
1H, 3JH-H = 17,4 Hz , 3JP-H = 22,8 Hz , CH=CH-P) ; 7,20 (d, 1H, 4JH2’-H6’ = 1,8 Hz, H2’) ; 7,39
(d, 1H, 4JH6’-H2’ = 1,8 Hz, H6’) ; 7,95 (s, 1H, HC=N).
RMN 13C (DMSO, 75 MHz)  ppm :
15,3 (d, 3JC-P = 6,4 Hz, CH3CH2O) ; 55,4 (s, CH3O) ; 55,4 (s, C’H3O) ; 61,9 (d, 2JC-P = 5,7 Hz,
CH3CH2O) ; 107,6 (s, C2) ; 108,4 (s, C2’) ; 108,8 (d, 1JC-P = 194,4 Hz, C=C-P) ; 124,4 (s, C5,5’)
; 124,7 (s, C1’) ; 125,1 (s, C6,6’) ; 126,0 (d, 3JC-P = 24,1 Hz, C1) ; 146,7 (s, C4) ; 147,0 (s, C4’) ;
148,2 (s, C3) ; 148,4 (s, C3’) ; 148,5 (s, CH=N) ; 149,6 (d, 2JC-P = 6,8 Hz, C=C-P) ; 155,5 (s,
N-C=N).
RMN 31P (DMSO, 121 MHz)  ppm :
22,43 (s, P-OEt).
SM (ES, CD3OD, pos.) m/z : 493,3 (M+H+).
HRMS (ES) m/z : pour C22H30N4O7P (calculée/trouvée) : (493,1852/493,1821) (M+H+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
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3412 (O-H) ; 2982 (C-H vinyl.) ; 1679 (C=N) ; 1626 (C=C arom.) ; 1281 (P=O) ; 1151 (P-O).
UV ( EtOH, 55 µM, 25 °C ) :
λ = 247 nm, ε = 14130  mol-1. L. cm-1
λ = 300 nm, ε = 16650  mol-1. L. cm-1




Le phosphonodiester-aldéhyde (50 mg ; 0,115 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol
absolu (4,6 mL). L’hydrazine (18,91 mg ; 0,115 mmol ; 1 éq.) est ajoutée. Le milieu
réactionnel est chauffé au reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 24h.
Purification : Le brut est purifé par chromatographie sur gel de silice, éluée avec le mélange
MeOH/AcOEt 1/9.
On obtient 55 mg d’hydrazone 5e comme une poudre marron clair.
Rendement = 82 %
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 56%
RMN 1H (CDCl3, 300 MHz)  ppm :
1,28 (t, 6H, 3JH-H = 7,1 Hz, CH3CH2O) ; 3,86 (s, 3H, CH3O) ; 3,93 (s, 3H, CH3’O) ; 4,06 (m,
4H, CH3CH2O) ; 6,00 (dd, 1H, 3JH-H = 2JH-P = 17,4 Hz, CH=CH-P) ; 6,86 (s, 1H, H2) ; 6,95 (s,
2H, H2’,6’) ; 7,06 (dd, 1H, 3JH5’’-H6’’ = 3JH5’’-H4’’ = 7,6 Hz, H5’’) ; 7,24 (d, 1H, 4JH6-H2 = 1,8 Hz,
H6) ; 7,27 (dd, 1H, 3JH-H = 17,5 Hz, 3JH-P = 3 Hz, CH=CH-P) ; 7,43 (d, 1H, 3JH3’’-H4’’ = 7,6 Hz,
H3’’) ; 7,56 (d, 1H, 3JH6’’-H5’’ = 7,8 Hz, H6’’) ; 7,83 (s, 1H, HC=N)
RMN 13C (CDCl3, 75 MHz)  ppm :
16,4 (d, 3JC-P = 6,5 Hz, CH3CH2O) ; 56,2 (s, CH3O) ; 56,2 (s, C’H3O) ; 61,8 (d, 2JC-P = 5,4 Hz,
CH3CH2O) ; 107,6 (s, C2) ; 108,5 (s, C2’) ; 111,2 (d, 1JC-P = 192,9 Hz, C=C-P) ; 116,9 (s, C5’’)
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; 121,7 (s, C3’’,4’’) ; 122,9 (s, C6”) ; 123,7 (s, C7’’) ; 123,9 (s, C2’’) ; 124,4 (s, C6) ; 124,5 (s, C6’)
; 125,8 (s, C1’) ; 127,2 (d, 3JC-P = 23,9 Hz, C1) ; 127,8 (s, C5,5’) ; 145,3 (s, C4) ; 145,3 (s, C4’) ;
147,1 (s, HC=N) ; 147,5 (s, C3) ; 147,7 (s, C3’) ; 148,8 (d, 2JC-P = 7,1 Hz, C=C-P) ; 167,9 (s, S-
C=N).
RMN 31P (CDCl3, 121 MHz)  ppm :
20,22 (s, P-OEt).
SM (ES, CDCl3, pos.) m/z : 584,1750 (M+H+).
HRMS (ES) m/z : pour C28H31N3O7PS (calculée/trouvée) : (584,1620/54,1648) (M+H+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3402 (O-H) ; 3245 (N-H) ; 2976 (C-H vinyl.) ; 1607 (C=N) ; 1558 (C=C arom.) ; 1271 (P=O)
; 1144 (P-O).
UV ( EtOH, 50 µM, 25 °C ) :
λ = 342 nm, ε = 20560 mol-1. L. cm-1
Pf = 110-114 °C.
































Le protocole 6 de synthèse des hydrazones (Méthode 1) est appliqué au
phosphonodiester-aldéhyde 4 (92 mg ; 0,211 mmol) avec l’hydralazine.
Purification: Filtration sur gel de silice, éluée avec l’AcOEt.
On obtient 125 mg de phosphonodiester-hydrazone 5f comme une poudre orange.
Rendement = 98%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 8%
RMN 1H (DMSO, 300 MHz)  ppm :
1,26 (t, 6H, 3JH-H = 7,1 Hz, CH3CH2O) ; 3,90 (s, 3H, CH3O) ; 3,96 (s, 3H, CH’3O) ; 4,00 (qd,
4H, 3JH-H = 7,1 Hz, 3JH-P = 8,1 Hz, CH3CH2O) ; 6,41 (dd, 1H, 3JH-H = 2JH-P = 18,0 Hz,
CH=CH-P) ; 7,09 (d, 1H, 4JH2-H6 = 1,9 Hz, H2) ; 7,24 (d, 1H, 4JH6-H2 = 1,8 Hz, H6) ; 7,34 (dd,
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1H, 3JH-H = 17,5 Hz, 3JH-P = 22,8 Hz, CH=CH-P) ; 7,35 (d, 1H, 4JH2’-H6’ = 1,9 Hz, H2’) ; 7,72
(m, 4H, H4”-7”) ; 7,81 (d, 1H, 4JH6’-H2’ = 1,9 Hz, H6’) ; 8,06 (s, 1H, HC=N) ; 8,37 (s, 1H, H2”).
RMN 13C (DMSO, 75 MHz)  ppm :
16,8 (d, 3JC-P = 6,2 Hz, CH3CH2O) ; 56,5 (s, CH3O) ; 56,6 (s, C’H3O) ; 61,5 (d, 2JC-P = 5,4 Hz,
CH3CH2O) ; 109,2 (s, C2) ; 109,6 (s, C2’) ; 111,0 (d, 1JC-P = 188,5 Hz, C=C-P) ; 116,7 (s, C8”) ;
123,2 (s, C3”) ; 124,0 (s, C6’) ; 125,2 (s, C6) ; 125,6 (s, C7”) ; 125,6 (s, C1’) ; 125,6 (d, 3JC-P =
23,9 Hz, C1) ; 126,2 (s, C5) ; 126,4 (s, C5’) ; 126,9 (s, C4”) ; 132,1 (s, C6”) ; 132,6 (s, C5”) ;
137,8 (s, C2”) ; 147,0 (s, C4) ; 147,4 (s, C4’) ; 148,1 (s, C3) ; 148,5 (s, C3’) ; 148,7 (d, 2JC-P =
5,6 Hz, C=C-P) ; 154,0 (s, C1”) ; 154,2 (s, HC=N).
RMN 31P (DMSO, 121 MHz)  ppm :
20,67 (s, P-OEt).
SM (ES, DMSO/CH3OH, neg.) m/z : 577,3 (M-H+).
IR (lames de NaCl)  cm-1 :
3399 (O-H) ; 1650 (C=N) ; 1206 (P=O) ; 1144 (P-O).
UV (EtOH, 25 µM, 25 °C) :
λ = 288 nm, ε = 25400 mol-1. L. cm-1.
Pf = 194-198 °C.











M = 555,52 g.mol-1















Le protocole 6 de synthèse des hydrazones (Méthode 1) est appliqué au phosphonodiester-
aldéhyde 4 (92 mg ; 0,211 mmol) avec l’isoniazide.
Purification: Filtration sur gel de silice, éluée avec de l’AcOEt.
On obtient 95 mg de phosphonodiester-hydrazone 5g comme une poudre orange.
Rendement = 81%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 61%
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RMN 1H (DMSO, 300 MHz)  ppm :
1,18 (t, 6H, 3JH-H = 7,0 Hz, CH3CH2O) ; 3,80 (s, 3H, CH3O) ; 3,82 (s, 3H, CH’3O) ; 3,93 (qd,
4H, 3JH-H = 7,1 Hz, 3JH-P = 8,1 Hz, CH3CH2O) ; 6,28 (dd, 1H, 3JH-H = 2JH-P = 18,1 Hz,
CH=CH-P) ; 7,02 (d, 1H, 4JH2-H6 = 1,8 Hz, H2) ; 7,04 (d, 1H, 4JH6-H2 = 1,8 Hz, H6) ; 7,21 (dd,
1H, 3JH-H = 17,4 Hz, 3JH-P = 22,7 Hz, CH=CH-P) ; 7,23 (d, 1H, 4JH2’-H6’ = 2,0 Hz, H2’) ; 7,26
(d, 1H, 4JH6’-H2’ = 1,9 Hz, H6’) ; 7,74 (d, 2H, 3JH2”-H3” = 6,0 Hz, H2”) ; 8,30 (s, 1H, HC=N) ;
8,70 (d, 2H, 3JH3”-H2” = 3,0 Hz, H3”).
RMN 13C (DMSO, 75 MHz)  ppm :
16,8 (d, 3JC-P = 6,2 Hz, CH3CH2O) ; 56,3 (s, CH3O) ; 56,4 (s, C’H3O) ; 61,5 (d, 2JC-P = 5,4 Hz,
CH3CH2O) ; 107,5 (s, C2) ; 109,4 (s, C2’) ; 110,4 (d, 1JC-P = 188,3 Hz, C=C-P) ; 122,0 (s,
C2”,6”) ; 124,0 (s, C5,5’) ; 124,8 (s, C1’) ; 126,3 (d, 3JC-P = 8,3 Hz, C1) ; 125,2 (s, C6’) ; 125,3 (s,
C6) ; 141,2 (s, C1”) ; 148,8 (d, 2JC-P = 6,4 Hz, C=C-P) ; 149,0 (s, C4,4’) ; 149,2 (s, C3,3’) ; 150,4
(s, C3”,5”) ; 150,7 (s, HC=N) ; 161,7 (s, C=O).
RMN 31P (DMSO, 121 MHz)  ppm :
20,86 (s, P-OEt).
SM (IC, NH3, pos.) m/z : 556,2 (M+H+).
IR (lames de NaCl)  cm-1 :
3426 (O-H) ; 3018 (C-H vinyl.) ; 1661 (C=N) ; 1652 (C=O) ; 1615 (C=C vinyl.) ; 1552 (C=C
arom.) ; 1489 (C=C arom.) ; 1272 (P=O) ; 1151 (P-O).
UV (EtOH, 25 µM, 25 °C) :
λ = 327 nm, ε = 22000 mol-1. L. cm-1.
Pf = 101-103 °C.
Composé 5h : (E)-2-{2',6-dihydroxy-3',5-diméthoxy-5'-[(E)-(2-
nicotinoylhydrazono)méthyl]biphényl-3-yl}vinylphosphonate de diéthyle
Le phosphonodiester-aldéhyde (50 mg ; 0,115 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol
absolu (4,6 mL). L’hydrazide (15,77 mg ; 0,115 mmol ; 1 éq.) est ajoutée. Le milieu
réactionnel est chauffé au reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 18h.
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Purification : Le brut est purifé par chromatographie sur gel de silice, éluée avec le mélange
MeOH/AcOEt 1/9.
On obtient 56 mg d’hydrazone 5h comme une poudre jaune.
Rendement = 87%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 89%
RMN 1H (CD3OD, 300 MHz)  ppm :
1,36 (t, 6H, 3JH-H = 7,1 Hz, CH3CH2O) ; 3,97 (s, 3H, CH3O) ; 4,02 (s, 3H, CH’3O) ; 4,12 (qd,
4H, 3JH-H = 7,1 Hz, 3JH-P = 8,0 Hz, CH3CH2O) ; 6,28 (dd, 1H, 3JH-H = 2JH-P = 18,5 Hz,
CH=CH-P) ; 7,12 (d, 1H, 4JH2-H6 = 2,0 Hz, H2) ; 7,15 (d, 1H, 4JH6-H2 = 1,9 Hz, H6) ; 7,26 (d,
1H, 4JH2’-H6’ = 2,0 Hz, H2’) ; 7,42 (dd, 1H, 3JH-H = 17,3 Hz, 3JH-P = 22,8 Hz, CH=CH-P) ; 7,61
(dd, 1H, 3J3’’,2’’ = 7.9 Hz, 3J3’’,4’’ = 4.9 Hz, H3”) ; 7,76 (d, 1H, 4JH6’-H2’ = 1,8 Hz, H6’) ; 8,27 (s,
1H, HC=N) ; 8,37 (d, 1H, 3J4”,3” = 8,2 Hz, H4”) ; 8,76 (m, 1H, H2”) ; 9,10 (s, 1H, H5”).
RMN 13C (CD3OD, 75 MHz)  ppm :
15,3 (d, 3JC-P = 6,4 Hz, CH3CH2O) ; 55,3 (s, CH3O) ; 55,4 (s, C’H3O) ; 61,9 (d, 2JC-P = 5,7 Hz,
CH3CH2O) ; 107,2 (s, C2) ; 108,5 (s, C2’) ; 108,7 (d, 1JC-P = 193,4 Hz, C=C-P) ; 124,5 (s, C1’,5)
; 124,8 (s, C6’) ; 124,9 (s, C2”,3”) ; 125,0 (d, 3JC-P = 23,9 Hz, C1) ; 125,8 (s, C1”,5’) ; 125,9 (s,
C4”) ; 125,9 (s, C6) ; 146,7 (s, C4) ; 147,0 (s, C4’) ; 148,3 (s, C3) ; 148,5 (s, C3’) ; 149,6 (d, 2JC-P
= 6,7 Hz, C=C-P) ; 150,4 (s, C5”) ; 151,7 (s, HC=N) ; 163,1 (s, C=O).
RMN 31P (CD3OD, 121 MHz)  ppm :
22.65 (s, P-OEt).
SM (ES, CD3OD, pos.) m/z : 578,2 (M+Na+) ; 556,2 (M+H+).
HRMS (ES) m/z : pour C27H31N3O8P (calculée/trouvée) : (556,1849/556,1865) (M+H+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3489 (O-H) ; 3214 (N-H) ; 3039 (C-H vinyl.) ; 1667 (C=O) ; 1618 (C=C) ; 1595 (C=N) ;
1494 (C=C arom.) ; 1211 (P=O) ; 1147 (P-O) ; 967 ( HC=CH trans).
UV ( EtOH, 55 µM, 25 °C ):
λ = 253 nm, ε = 15270 mol-1. L. cm-1
λ = 328 nm, ε = 19250 mol-1. L. cm-1
Pf = 177-179 °C.
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Composé 5i : (E)-2-(2',6-dihydroxy-3',5-diméthoxy-5'-{(E)-[2-(3-méthyl-1H-pyrazole-5-
carbonyl)hydrazono]méthyl}biphényl-3-yl)vinylphosphonate de diéthyle
Le phosphonodiester-aldéhyde (50 mg ; 0,115 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol
absolu (4,6 mL). L’hydrazine (16,11 mg ; 0,115 mmol ; 1 éq.) est ajoutée. Le milieu
réactionnel est chauffé au reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 24h.
Purification : Le brut est purifé par chromatographie sur gel de silice, éluée avec avec le
mélange MeOH/AcOEt 1/9.
On obtient 50 mg d’hydrazone 5i comme une poudre jaune clair.
Rendement =78%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 60%
RMN 1H (CD3OD, 300 MHz)  ppm :
1,26 (t, 6H, 3JH-H = 7,0 Hz, CH3CH2O) ; 2,26 (s, 3H, CH3) ; 3,87 (s, 3H, CH3O) ; 3,89 (s, 3H,
CH’3O) ; 4,03 (qd, 4H, 3JH-H = 7,1 Hz, 3JH-P = 7,2 Hz, CH3CH2O) ; 6,18 (dd, 1H, 3JH-H = 2JH-P
= 18,0 Hz, CH=CH-P) ; 6,54 (s, 1H, =CH, C10) ; 7,04 (s, 2H, H2,6) ; 7,15 (s, 1H, H2’) ; 7,33
(dd, 1H, 3JH-H = 17,5 Hz, 3JH-P = 22,8 Hz, CH=CH-P) ; 7,63 (s, 1H, H6’) ; 8,12 (s, 1H, HC=N).
RMN 13C (CD3OD, 75 MHz)  ppm :
11,9 (s, CH3) ; 15,3 (d, 3JC-P = 6,4 Hz, CH3CH2O) ; 55,3 (s, CH3O) ; 55,3 (s, C’H3O) ; 61,9 (d,
2JC-P = 5,7 Hz, CH3CH2O) ; 104,5 (s, =CH) ; 107,2 (s, C2) ; 108,5 (s, C2’) ; 108,7 (d, 1JC-P =
193,35 Hz, C=C-P) ; 124,5 (s, C1’,11) ; 124,8 (s, C6’) ; 125,1 (s, C5’) ; 125,3 (s, C5,9) ; 125,6 (s,
C6) ; 125,9 (d, 3JC-P = 24,25 Hz, C1) ; 146,7 (s, C4) ; 146, 8 (s, C4’) ; 148,3 (s, C3) ; 148,5 (s,
C3’) ; 149,3 (s, HC=N) ; 149,7 (d, 2JC-P = 6,8 Hz, C=C-P) ; 153,2 (s, C=O).
RMN 31P (CD3OD, 121 MHz)  ppm :
21,80 (s, P-OEt).
SM (ES, CD3OD, pos.) m/z : 581,2 (M+Na+).
HRMS (ES) m/z : pour C26H32N4O8P (calculée/trouvée) : (559,1958/559,1975) (M+H+)
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3417 (O-H) ; 2983 (C-H vinyl.) ; 1661 (C=O) ; 1617 (C=N) ; 1592 (C=C arom.) ; 1327 (C-N)
; 1230 (O-C arom.) ; 1193 (P=O) ; 1149 (P-O) ; 967 ( HC=CH trans).
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UV ( EtOH, 30 µM, 25 °C ):
λ = 245 nm, ε = 24330 mol-1. L. cm-1
λ = 325 nm, ε = 35330 mol-1. L. cm-1
Pf = 244-246 °C.
Composé 5j : (E)-benzyl 2-({5'-[(E)-2-(diéthoxyphosphoryl)vinyl]-2',6-dihydroxy-3',5-
diméthoxybiphényl-3-yl}méthylène)hydrazinecarboxylate
Le phosphonodiester-aldéhyde (50 mg ; 0,115 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol
absolu (4,6 mL). L’hydrazide (19,03 mg ; 0,115 mmol ; 1 éq.) est ajoutée. Le milieu
réactionnel est chauffé au reflux de l’éthanol. Après 12h, des gouttes d’acide acétique sont
ajoutée, la réaction est suivi par CCM pendant 24h.
Purification : Le brut est purifé par chromatographie sur gel de silice, éluée avec l’AcOEt.
On obtient 53 mg d’hydrazone 5j comme une poudre jaune.
Rendement = 79%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 60%
RMN 1H (CD3OD, 300 MHz)  ppm :
1,25 (t, 6H, 3JH-H = 7,0 Hz, CH3CH2O) ; 3,86 (s, 6H, CH3O) ; 4,02 (qd, 4H, 3JH-H = 7,0 Hz,
CH3CH2O) ; 5,14 (s, 2H, H9) ; 6,16 (t, 1H, 3JH-H = 2JH-P = 18,1 Hz, CH=CH-P) ; 6,94 (s, 1H,
H2) ; 7,00 (s, 1H, H6) ; 7,13 (s, 1H, H2’) ; 7,29 (m, 6H, CH=CH-P et C6H5) ; 7,48 (s, 1H, H6’) ;
7,79 (s, 1H, HC=N).
RMN 13C (CD3OD, 75 MHz)  ppm :
16,7 (d, 3JC-P = 6,4 Hz, CH3CH2O) ; 56,7 (s, CH3O) ; 56,8 (s, C’H3O) ; 63,4 (d, 2JC-P = 5,7 Hz,
CH3CH2O) ; 68,1 (s, C9) ; 108,3 (s, C2) ; 109,9 (s, C2’) ; 110,0 (d, 1JC-P = 193,3 Hz, C=C-P) ;
125,9 (s, C1’) ; 126,1 (s, C6’) ; 126,2 (s, C6) ; 126,6 (s, C5) ; 126,9 (s, C5’) ; 127,3 (d, 3JC-P =
24,13 Hz, C1) ; 129,1 (s, CH Car) ; 129,3 (s, CH Car) ; 129,6 (s, CH Car) ; 137,9 (s, C10) ; 147,3
(s, HC=N ) ; 147,6 (s, C4) ; 148,3 (s, C4’) ; 149,8 (s, C3) ; 149,9 (s, C3’) ; 151,1 (d, 2JC-P = 6,6
Hz, C=C-P) ; 156,5 (s, C=O).
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RMN 31P (CD3OD, 121 MHz)  ppm :
21,81 (s, P-OEt).
SM (ES, CD3OD, pos.) m/z : 607,2 (M+Na+).
HRMS (ES) m/z : pour C29H33N2O9NaP (calculée/trouvée) : (607,1821/607,1845) (M+Na+)
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3419 (O-H) ; 2939 (C-H vinyl.) ; 1723 (C=O) ; 1617 (C=N) ; 1593 (C=C vinyl.) ; 1552 (C=C
arom.) ; 1459 (C=C arom.) ; 1242 (P=O) ; 1147 (P-O) ; 966 ( HC=CH trans).
UV ( EtOH, 27,50 µM, 25 °C ):
λ = 293 nm, ε = 37450 mol-1. L. cm-1
λ = 314 nm, ε = 35640 mol-1. L. cm-1
Pf = 94-98 °C.
Composé 6a :5,5'-bis[(E)-{2-[2,6-dichloro-4-(trifluorométhyl)phényl]hydrazono}méthyl]-
3,3'- diméthoxybiphényl
La bisvanilline (50 mg ; 0,165 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (7 mL).
L’hydrazine (80,85 mg ; 0,330 mmol ; 2 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est chauffé au
reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 24h.
On obtient 76,12 mg de bishydrazone 6a comme une poudre jaune, par filtration sur Büchner.
Rendement = 61%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 33%
Rendement (automate réacteur 75 mL) = 25%
RMN 1H (DMSO, 300 MHz)  ppm :
3,79 (s, 6H, OCH3) ; 6,90 (d, 2H, 4JH2-H6 =1,6 Hz, H2) ; 7,20 (d, 2H, 4JH6-H2 =1,6 Hz, H6) ; 7,69
(s, 4H, H3',5') ; 8,08 (s, 2H, HC=N) ; 8,75 (s, 2H, NH) ; 9,74 (s, 2H, OH).
RMN 13C (DMSO, 75 MHz)  ppm :
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56,2 (s, OCH3) ; 107,4 (s, C2) ; 122,1 (q, 2JC4’-F = 33,7 Hz, C4’) ; 123,2 (s, C6) ; 123,6 (q, 1JC-F
= 271,7 Hz, CF3) ; 123,8 (s, C5 ) ; 125,8 (s, C1) ; 126,1 (s, C2’) ; 127,1 (d, 3JC3’-F = 3,7 Hz,
C3’,5’) ; 142,0 (s, C4) ; 143,1 (s, HC=N) ; 145,8 (s, C1’) ; 148,5 (s, C3).
RNM 19F (DMSO, 282 MHz)  ppm :
-60,28 (s, 1F).
HRMS (ES) m/z : pour C30H21N4O4F6Cl4 (calculée/trouvée) : (755,0221/755,0243) (M-H+).
MS (ES, MeOH, pos.) m/z : 755,0221 (M-H+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3514 (O-H) ; 3306 (N-H) ; 3083 (=C-H éthyl.) ; 3022 (C-H arom.) ; 2964 (C-H, O-CH3) ;
1607 (C=N) ; 1566 (C=C arom.) ; 1539 (C=C arom.) ; 1284 (O-C arom.) ; 1193 (O-C) ; 1104
(C-F).
UV ( EtOH, 17 µM, 25 °C ) :
λ = 342 nm,  ε = 60350 mol-1. L. cm-1
Pf = 225-227 °C.
Composé 6b : dichlorhydrate de 5,5'-bis{(E)-[2-(2-fluorophenyl)hydrazono]méthyl}-3,3'-
diméthoxybiphényl
La bisvanilline (50 mg ; 0,165 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (7 mL).
L’hydrazine (53,65 mg ; 0,330 mmol ; 2 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est chauffé au
reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 24h.
On obtient 11,7 mg de bishydrazone 6b comme une poudre jaune, par filtration sur Büchner.
Rendement = 12%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 29%
Rendement (automate réacteur 75 mL) = 8%
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RMN 1H (C6D6, 300 MHz)  ppm :
3,60 (s, 6H, OCH3) ; 6,56 (ddd, 3JH4',H5' = 8,17 Hz, 4JH4',F = 4,8 Hz, 4JH4',H6' = 1,6 Hz, 1H, H4') ;
6,95 (m, 6H, H3’,6 '+ NH) ; 7,32 (d, 2H, 4JH2-H6 = 1,8 Hz, H2) ; 7,46 (d, 2H, 4JH6-H2 = 1,8 Hz,
H6) ; 7,81 (ddd, 3J5',4' = 8,5 Hz, 3J5',6' = 8,4 Hz, 4J5',3' = 1,5 Hz, 1H, H5') ; 8,24 (s, 2H, HC=N).
RMN 13C (C6D6, 75 MHz)  ppm :
55,9 (s, OCH3) ; 107,7 (s, C2) ; 114,6 (d, 3JC6’-F = 3,2 Hz, C6') ; 115,0 (d, 2JC3’-F = 17,7 Hz,
C3') ; 118,2 (d, 3JC4’-F = 6,6 Hz, C4') ; 123,8 (s, C6) ; 125,2 (d, 4JC5’-F = 2,9 Hz, C5’) ; 126,3 (s,
C1) ; 134,9 (d, 2JC1’-F = 9,6 Hz, C1’) ; 141,1 (s, C4) ; 145,8 (s, HC=N) ; 148,9 (s, C3,5) ; 150,1
(d, 1JC2’-F = 238,6 Hz, C2’).
RMN 19F (DMSO, 282 MHz)  ppm :
-133,83 (s, 1F).
HRMS (ES) m/z : pour C28H24N4O4F2Na (calculée/trouvée) : (541,1663/541,1677) (M+Na+).
MS (ES, MeOH, pos.) m/z : 519,1843 (M+H+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3446 (O-H) ; 3302 (N-H) ; 3045 (=C-H éthyl.) ; 3015 (C-H arom.) ; 2935 (C-H, O-CH3) ;
1622 (C=N) ; 1591 (C=C arom.) ; 1531 (C=C arom.) ; 1263 (O-C arom.) ; 1185 (O-C).
UV ( EtOH, 70 µM, 25 °C ) :
 λ = 343 nm,  ε =14860 mol-1. L. cm-1
 λ = 285 nm,  ε =10860 mol-1. L. cm-1
Pf = 199-201 °C.
Composé 6c : dichlorhydrate de 5,5'-bis{(E)-[2-(4-fluorophényl)hydrazono]méthyl}-3,3'-
diméthoxybiphényl
La bisvanilline (50 mg ; 0,165 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (7 mL).
L’hydrazine (53,65 mg ; 0,330 mmol ; 2 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est chauffé au
reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 24h.
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On obtient 48,8 mg de bishydrazone 6c comme une poudre jaune, par filtration sur Büchner.
Rendement = 50%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 38%
Rendement (automate réacteur 75 mL) = 32%
RMN 1H (DMSO, 300 MHz)  ppm :
3,93 (s, 6H, OCH3) ; 7,00 (d, 2H,4JH2-H6 =1,4 Hz, H2) ; 7,03 (s, 4H, H3’,5’) ; 7,05 (s, 4H, H2’,6’)
; 7,29 (d, 2H, 4JH6-H2 = 1,4 Hz, H6) ; 7,81 (s, 2H, HC=N) ; 8,68 (s, 2H,NH) ; 10,11 (s, 2H,
OH).
RMN 13C (DMSO, 75 MHz)  ppm :
56,3 (s, OCH3) ; 107,4 (s, C2) ; 113,1 (d, 4JC2’-F = 7,4 Hz, C2',6') ; 116,0 (d, 3JC3’-F = 22,3 Hz,
C3',5') ; 122,4 (s, C6) ; 126,0 (s, C1) ; 126,8 (s, C5) ; 137,9 (s, HC=N) ; 142,8 (d, 4JC1’-F = 1,5
Hz, C1') ; 144,9 (s, C4) ; 148,5 (s, C3) ; 156,0 (d, 1JC4’-F = 233,2 Hz, C4').
RMN 19F (DMSO, 282 MHz)  ppm :
-126,38 (s, 1F).
HRMS (ES) m/z : pour C28H25N4O4F2 (calculée/trouvée) : (519,1844/519,1870) (M+H+).
MS (ES, MeOH, pos.) m/z : 519,1844 (M+H+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3501 (O-H) ; 1603 (C=N) ; 1510 (C=C) ; 1494 (C=C arom.).
UV ( EtOH, 40 µM, 25 °C ) :
λ = 308 nm,  ε =25820 mol-1. L. cm-1
λ = 351 nm,  ε =20750 mol-1. L. cm-1
Pf = 219-221 °C.
Composé 6d : dichlorhydrate de (2E,2'E)-2,2'-(6,6'-dihydroxy-5,5'-diméthoxybiphényl-3,3'-
diyl)bis(méthan-1-yl-1-ylidène)bis(hydrazinecarboximidamide)
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La bisvanilline (50 mg ; 0,165 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (7 mL).
L’hydrazine (36,48 mg ; 0,330 mmol ; 2 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est chauffé au
reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 24h.
On obtient 72,37 mg de bishydrazone 6d comme une poudre jaune, par filtration sur Büchner.
Rendement = 91%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 74%
Rendement (automate réacteur 75 mL) = 96%
RMN 1H (DMSO, 300 MHz)  ppm :
3,90 (s, 6H, OCH3) ; 7,18 (d, 2H, 4JH2-H6 = 1,8 Hz, H2) ; 7,52 (d, 2H, 4JH6-H2 = 1,8 Hz, H6) ;
8,06 (s, 1H, HC=N).
RMN 13C (DMSO, 75 MHz)  ppm :
56,1 (s, OCH3) ; 108,8 (s, C2) ; 123,8 (s, C1) ; 124,2 (s, C6) ; 125,2 (s, C5) ; 146,6 (s, C4) ;
147,0 (s, HC=N) ; 147,8 (s, C3) ; 155,3 (s, C8).
HRMS (ES) m/z : pour C18H23N8O4 (calculée/trouvée) : (415,1842/415,1852) (M+H+).
MS (ES, MeOH, pos.) m/z : 415,1842 (M+H+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3308 (O-H) ; 3027 (C-H arom.) ; 2979 (C-H, O-CH3) ; 1679 (C=N.) ; 1615 (C=C arom.) ;
1578 (C=C arom.) ; 1479 (N-H) ; 1131 (O-C arom.).
UV ( EtOH, 23 µM, 25 °C ) :
λ = 317 nm,  ε =44780 mol-1. L. cm-1
Pf > 260 °C.
Composé 6e : 5,5'-bis{(E)-[2-(benzo[d]thiazol-2-yl)hydrazono]méthyl}-3,3'
diméthoxybiphényl
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La bisvanilline (50 mg ; 0,165 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (7 mL).
L’hydrazine (54,52 mg ; 0,330 mmol ; 2 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est chauffé au
reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 24h.
On obtient 75,8 mg de bishydrazone 6e comme une poudre jaune, par filtration sur Büchner.
Rendement = 77%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 51%
Rendement (automate réacteur 75 mL) = 52%
RMN 1H (DMSO, 300 MHz)  ppm :
3,84 (s, 6H, OCH3) ; 6,98 (ddd, 2H, 3JH5’-H6’ = 3JH5’-H4’ = 7,6 Hz, 4JH5’-H3’ = 1,8 Hz, H5') ; 7,04
(d, 2H, 4JH2-H6 = 1,8 Hz, H2) ; 7,19 (t, 2H, 3JH4’-H3’ = 7,6 Hz, H4') ; 7,22 (d, 2H, 4JH6-H2 = 1,8
Hz, H6) ; 7,32 (d, 2H, 3JH3’-4’ = 7,8 Hz, H3') ; 7,64 (d, 2H, 3JH6’-H5’ = 7,8 Hz, H6') ; 8,01 (s, 2H,
HC=N).
RMN 13C (DMSO, 75 MHz)  ppm :
56,4 (s, OCH3) ; 108,6 (s, C2) ; 121,8 (s, C4’) ; 122,0 (s, C5') ; 123,2 (s, C3’,6’) ; 125,4 (s, C5) ;
126,0 (s, C1) ; 126,4 (s, C6) ; 129,6 (s, C2’,7’) ; 145,1 (s, HC=N) ; 146,3 (s, C4) ; 148,5 (s, C3) ;
167,4 (s, C1’).
HRMS (ES) m/z : pour C30H25N6O4S2 (calculée/trouvée) : (597,1398/597,1379) (M+H+).
MS (ES, MeOH, pos.) m/z : 597,1379 (M+H+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3435 (O-H) ; 2962 (C-H, O-CH3) ; 1623 (C=N) ; 1559 (C=C arom.) ; 1493 (C=C arom.) ;
1261 (O-C arom.) ; 1193 (O-C).
UV ( EtOH, 15 µM, 25 °C ) :
 λ = 348 nm,  ε = 66670 mol-1. L. cm-1
Pf > 260°C.
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Composé 6f : dichlorhydrate de 3,3'-diméthoxy-5,5'-bis{(E)-[2-(phthalazin-1-
yl)hydrazono]méthyl}biphényl
La bisvanilline (500 mg ; 1,654 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (66
mL). L’hydrazine (650,45 mg ; 3,308 mmol ; 2 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est
chauffé au reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 24h.
On obtient 785 mg de bishydrazone 6f comme une poudre jaune par filtration sur Büchner.
Rendement = 72%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 68%
Rendement (automate réacteur 75 mL) = 85%
RMN 1H (DMSO, 300 MHz)  ppm :
3,94 (s, 6H, CH3O) ; 7,41 (d, 2H, 4JH2-H6 = 1,8 Hz, H2) ; 7,78 (d, 2H, 4JH6-H2 = 1,8 Hz, H6) ;
8,10 (m, 8H, H4’-7’) ; 8,68 (s, 2H, HC=N) ; 8,92 (s, 2H, H2’).
RMN 13C (DMSO, 75 MHz)  ppm :
56,5 (s, CH3O) ; 109,7 (s, C2) ; 119,3 (s, C8’) ; 123,9 (s, C3’) ; 124,3 (s, C7’) ; 125,1 (s, C6) ;
125,4 (s, C1) ; 126,6 (s, C4’) ; 128,2 (s, C5) ; 128,6 (s, C6’) ; 134,1 (s, C5’) ; 136,3 (s, C2’) ;
147,7 (s, C4) ; 148,3 (s, C3) ; 148,5 (s, C1’) ; 153,7 (s, HC=N).
SM (IC, NH3, pos.) m/z : 587,2 (M+H+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3423 (O-H) ; 1675 (C=N) ; 1617 (C=C) ; 1594 (C=C arom.) ; 1473 (C=C arom.).
UV (EtOH + 0,2 % DMSO, 25 µM) :
λ = 377 nm, ε = 34750 mol-1. L. cm-1
λ = 296 nm, ε = 21500 mol-1. L. cm-1.
Pf > 270 °C.
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Composé 6g : (N',N''E,N',N''E)-N',N''-(6,6'-dihydroxy-5,5'-diméthoxybiphényl-3,3'-
diyl)bis(méthan-1-yl-1-ylidène)diisonicotinohydrazide
La bisvanilline (200 mg ; 0,660 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (26
mL). L’hydrazine (180,92 mg ; 1,320 mmol ; 2 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est
chauffé au reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 24h.
On obtient 275 mg de bishydrazone 6g comme une poudre jaune, par filtration sur Büchner.
Rendement = 77%
Rendement (automate réacteur 75 mL) = 77%
RMN 1H (DMSO, 300 MHz)  ppm :
3,85 (s, 6H, CH3O) ; 7,06 (d, 2H, 4JH2-H6 = 1,8 Hz, H2) ; 7,34 (d, 2H, 4JH6-H2 = 1,7 Hz, H6) ;
7,65 (d, 4H, 3JH2’-H3’ = 6,1 Hz, H2’) ; 8,31 (s, 2H, HC=N) ; 8,61 (d, 4H, 3JH3’-H2’ = 6,1 Hz, H3’).
RMN 13C (DMSO, 75 MHz)  ppm :
56,0 (s, CH3O) ; 107,8 (s, C2) ; 121,8 (s, C2’,6’) ; 125,0 (s, C1) ; 125,1 (s, C5) ; 125,2 (s, C6) ;
141,0 (s, C1’) ; 146,9 (s, C4) ; 148,4 (s, C3) ; 150,1 (s, HC=N) ; 150,4 (s, C3’,5’) ; 162,1 (s,
C=O).
SM (IC, NH3, pos.) m/z : 541,3 (M+H+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3215 (O-H) ; 2967 (C-H vinyl.) ; 1652 (C=N, C=O) ; 1594 (C=C) ; 1550 (C=C arom.) ; 1489
(C=C arom.).
UV (EtOH + 0,2 % DMSO, 25 µM) :
λ = 337 nm, ε = 22000 mol-1. L. cm-1.
Pf > 270 °C.
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Composé 6h : (N',N''E,N',N''E)-N',N''-(6,6'-dihydroxy-5,5'-diméthoxybiphényl-3,3'-
diyl)bis(méthan-1-yl-1-ylidène)dinicotinohydrazide
La bisvanilline (50 mg ; 0,165 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (7 mL).
L’hydrazine (45,23 mg ; 0,330 mmol ; 2 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est chauffé au
reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 24h.
On obtient 87 mg de bishydrazone 6h comme une poudre jaune, par filtration sur Büchner.
Rendement = 97%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 79%
Rendement (automate réacteur 75 mL) = 75%
RMN 1H (DMSO, 300 MHz)  ppm :
3,95 (s, 6H, OCH3) ; 7,14 (d, 2H,4JH2-H6 =1,5 Hz, H2) ; 7,39 (d, 2H, 4JH6-H2 = 1,5 Hz, H6) ;
7,58 (dd, 2H, 3J3',2' = 7,8 Hz, J3',4' = 4,7 Hz, H3') ; 8,27 (d, 3J4',3' = 8,1 Hz, 2H, H4') ; 8,38 (s, 2H,
HC=N) ; 8,77 (dd, 4J2',4' = 1,5 Hz, 3J2',3' = 4,7 Hz, 2H, H2') ; 9,07 (d, 4J5’,4’ = 1,6 Hz, 2H, H5') ;
11,92 (s, 2H, NH).
RMN 13C (DMSO, 75 MHz)  ppm :
56,4 (s, OCH3) ; 107,9 (s, C2) ; 124,1 (s, C3') ; 125,0 (s, C1) ; 125,1 (s, C1') ; 125,5 (s, C5) ;
129,9 (s, C2') ; 135,9 (s, C4) ; 146,9 (s, C5') ; 148,60 (s, C3) ; 149,0 (s, HC=N) ; 149,4 (s, C4') ;
161,9 (s, CO).
HRMS (ES) m/z : pour C28H25N6O6 (calculée/trouvée) : (541,1836/541,1863) (M+H+).
MS (ES, MeOH, pos.) m/z : 541,1835 (M+H+), 563,1655 (M+Na+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3200 (O-H) ; 3056 (C-H arom.) ; 2856 (C-H, O-CH3) ; 1639 (C=N éthyl.) ; 1606 (C=C
arom.) ; 1580 (N-H) ; 1500 (C=C arom.) ; 1271 (O-C arom.) ; 1181 (O-C).
UV ( EtOH, 22 µM, 25 °C ) :
 λ = 335 nm,  ε = 46360 mol-1. L. cm-1
Pf > 260 °C.




La bisvanilline (50 mg ; 0,165 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (7 mL).
L’hydrazine (46,22 mg ; 0,330 mmol ; 2 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est chauffé au
reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 24h.
On obtient 87 mg de bishydrazone 6i comme une poudre jaune, par filtration sur Büchner.
Rendement = 97%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 57%
Rendement (automate réacteur 75 mL) = 65%
RMN 1H (DMSO, 300 MHz)  ppm :
2,25 (s, 6H, CH3) ; 3,86 (s, 6H, OCH3) ; 6,53 (s, 2H, H10) ; 7,01 (d, 2H, 4JH2-H6 =1,4 Hz, H2) ;
7,46 (d, 2H, 4JH6-H2 =1,4 Hz, H6) ; 8,29 (s, 2H, HC=N).
RMN 13C (DMSO, 75 MHz)  ppm :
10,8 (s, CH3) ; 56,4 (s, OCH3) ; 105,3 (s, C2) ; 107,7 (s, C10) ; 124,7 (s, C6) ; 125,5 (s, C1) ;
140,4 (s, C4,11) ; 146,6 (s, C3,5) ; 148,3 (s, HC=N) ; 148,6 (s, C9) ; 158,78 (s, C8).
HRMS (ES) m/z : pour C26H27N8O6 (calculée/trouvée) : (547,2054/547,2079) (M+H+) et
pour C26H27N8O6Na (calculée/trouvée) : (569,1873/59,1900) (M+Na+).
MS (ES, MeOH, pos.) m/z : 547,2054 (M+H+) ; 569,1873 (M+Na+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3426 (O-H) ; 3224 (N-H) ; 3144 (=C-H éthyl.) ; 3105 (C-H arom.) ; 2993 (C-H, O-CH3) ;
1661 (C=O éthyl.) ; 1602 (C=N) ; 1481 (C=C arom.) ; 1516 (C=C arom.) ; 1353 (C-N) ; 1233
(O-C arom.).
UV ( EtOH, 18 µM, 25 °C ) :
λ = 329 nm,  ε = 57610 mol-1. L. cm-1
Pf > 260 °C.
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Composé 6j :(2E,2'E)-benzyl 2,2'-(6,6'-dihydroxy-5,5'-diméthoxybiphényl-3,3'-
diyl)bis(méthan-1-yl-1-ylidène)bis(hydrazinecarboxylate)
La bisvanilline (50 mg ; 0,165 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (7 mL).
L’hydrazine (54,84 mg ; 0,330 mmol ; 2 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est chauffé au
reflux de l’éthanol, la réaction est suivi par CCM pendant 24h.
On obtient 93,8 mg de bishydrazone 6j comme une poudre jaune, par filtration sur Büchner.
Rendement = 95%
Rendement (automate réacteur 13 mL) = 61%
Rendement (automate réacteur 75 mL) = 68%
RMN 1H (DMSO, 300 MHz)  ppm :
3,89 (s, 6H, OCH3) ; 5,18 (s, 4H, H9) ; 6,99 (d, 2H, 4JH2-H6 = 1,8 Hz, H2) ; 7,23 (d, 2H, 4JH6-H2
= 1,8 Hz, H6) ; 7,40 (m, 14H, Har+ NH et OH) ; 7,96 (s, 2H, HC=N).
RMN 13C (DMSO, 75 MHz)  ppm :
55,9 (s, OCH3) ; 65,7 (s, C9) ; 107,4 (s, C2) ; 123,4 (s, C6) ; 124,8 (s, C1) ; 125,1 (s, C5) ; 127,9
(s, CH Car) ; 128,0 (s, CH Car) ; 128,4 (s, CH Car) ; 136,7 (s, C4) ; 137,0 (s, C10) ; 144,9 (s,
HC=N) ; 148,0 (s, C3) ; 153,4 (s, CO).
HRMS (ES) m/z : pour C32H30N4O8Na (calculée/trouvée) : (621,1961/621,1960) (M+Na+).
MS (ES, MeOH, pos.) m/z : 621,1961 (M+Na+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3440 (O-H) ; 3062 (C-H arom.) ; 2966 (C-H, O-CH3) ; 1718 (C=O) ; 1622 (C=N) ; 1588
(C=C arom.) ; 1548 (N-H) ; 1497 (C=C arom.) ; 1261 (O-C arom.) ; 1149 (O-C).
UV ( EtOH, 60 µM, 25 °C ) :
λ = 316 nm,  ε =14500 mol-1. L. cm-1
λ = 296 nm,  ε =16500 mol-1. L. cm-1
Pf = 135-137 °C.
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Le syringaldéhyde (100 mg ; 0,549 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (22
mL). L’hydrazine (134,52 mg ; 0,549 mmol ; 1 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est
chauffé au reflux de l’éthanol pendant 4 h.
Purification : Le brut est purifé par chromatographie sur gel de silice, éluée avec le mélange
AcOEt/EP 1/1.
On obtient 108 mg d’hydrazone 7a comme des cristaux.
Rendement = 48%
RMN 1H (CD3OD, 300 MHz)  ppm :
3,89 (s, 6H, OCH3) ; 7,01 (s, 2H, H2,6) ; 7,65 (s, 2H, H3',5') ; 7,97 (s, 1H, HC=N).
RMN 13C (CD3OD, 75 MHz)  ppm :
55,3 (s, OCH3) ; 103,6 (s, C2,6) ; 123,1 (d, 2JF-C = 34 Hz, C4’) ; 123,1 (q, 1JC-F = 270,9 Hz, 1C,
CF3) ; 123,9 (s, C2’,6’) ; 126,1 (s, C1) ; 126,2 (q, 3JC3’-F = 3,5 Hz, C3’,5’) ; 136,9 (s, C4) ; 141,5
(s, C1’) ; 143,1 (s, HC=N) ; 148,0 (s, C3,5).
RMN 19F (CD3OD, 282 MHz)  ppm :
-63,55 (s, 1F).
HRMS (ES) m/z : pour N2O3Cl2F3 (calculée/trouvée) : (409,0334/409,0319) (M+H+).
MS (ES, MeOH, pos.) m/z : 409,22 (M+H+) ; 431,1 (M+Na+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3430 (N-H) ; 3295 (O-H) ; 3080 (=C-H éthyl.) ; 3007 (C-H arom.) ; 2945 (C-H, O-CH3) ;
1607 (C=N éthyl.) ; 1587 (C=C arom.) ; 1514 (C=C arom.) ; 1261 (O-C arom.) ; 1209 (O-C) ;
1104 (C-F).
UV ( EtOH, 56,25 µM, 25 °C ) :
λ = 273 nm, ε = 6860 mol-1. L. cm-1
λ = 340 nm, ε = 19270 mol-1. L. cm-1
Pf = 161-163 °C.
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Composé 7b : chlohydrate de (E)-4-{[2-(2-fluorophényl)hydrazono]méthyl}-2,6
diméthoxyphénol
Le syringaldéhyde (200 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (44
mL). L’hydrazine (178,52 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est
chauffé au reflux de l’éthanol pendant 24 h. L’éthanol est ensuite évaporé sous vide.
On obtient 294 mg d’hydrazone 7b comme une poudre verte.
Rendement = 82%
RMN 1H (CD3OD, 300 MHz)  ppm :
3,80 (s, 6H, OCH3) ; 6,62 (dddd, 3JH4',H5' = 8,1 Hz, 3JH4',H3' = 7,4 Hz, 4JH4',F = 4,9 Hz, 4JH4',H6' =
1,7 Hz, 1H, H4') ; 6,88 (s, 2H, H2,6) ; 6,89 (ddd, 3JH6',H5' = 8,4 Hz, 4JH6',F = 4,1 Hz, 4JH6',H4' = 1,3
Hz, 1H, H6') ; 6,96 (dddd, 3JH5',H4' = 8,0 Hz, 3JH5',H6' = 8,0 Hz, 5JH5',H3’ = 4,3 Hz, 4JH5',F = 4,3 Hz,
1H, H5') ; 7,42 (ddd, 3JH3',H4' = 8,4 Hz, 3JH3',F = 8,3 Hz, 4JH3',H5' = 1,6 Hz, 1H, H3' ) ; 7,80 (s, 1H,
HC=N).
RMN 13C (CD3OD, 75 MHz)  ppm :
55,4 (s, OCH3) ; 103,4 (s, C2,6) ; 113,9 (d, 3JC6’-F = 3,0 Hz, C6') ; 114,3 (d, 2JC3’-F = 17,9 Hz,
C3') ; 118,3 (d, 3JC4’-F = 6,8 Hz, C4') ; 124,4 (d, 5’J5’-F = 3,2 Hz, C5') ; 126,6 (s, C1) ; 133,9 (d,
2JC1’-F = 9,2 Hz, C1’) ; 136,5 (s, C4) ; 140,6 (s, HC=N) ; 148,1 (s, C3,5) ; 149,7 (d, 1JC2’-F = 237
Hz, C2’).
RMN 19F (CD3OD, 282 MHz)  ppm :
-137,96 (s, 1F).
HRMS (ES) m/z : pour C15H16N2O3F (calculée/trouvée) : (291,1145/291,1135- (M+H+).
MS (ES, MeOH, pos.) m/z : 291,2 (M+H+) ; 313,2 (M+Na+) ; 603,3 (2M+Na+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3422 (N-H) ; 3332 (O-H) ; 3243 (=C-H éthyl.) ; 3009 (C-H arom.) ; 2938 (C-H, O-CH3) ;
1619 (C=N éthyl.) ; 1591 (C=C arom.) ; 1514 (C=C arom.) ; 1243 (O-C arom.) ; 1206 (O-C).
UV ( EtOH, 45,24 µM, 25 °C ) :
λ = 244 nm, ε = 16220 mol-1. L. cm-1
λ = 290 nm, ε = 9750 mol-1. L. cm-1
λ = 345 nm, ε = 22700 mol-1. L. cm-1
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Pf = 104-106 °C.
Composé 7c : chlohydrate de (E)-4-{[2-(4-fluorophényl)hydrazono]méthyl}-2,6-
diméthoxyphénol
Le syringaldéhyde (200 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (44
mL). L’hydrazine (178,52 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est ajoutée, Le milieu réactionnel est
chauffé au reflux de l’éthanol pendant trois jours.
Purification : Le brut est purifé par chromatographie sur gel de silice, éluée avec le mélange
AcOEt/EP 1/1.
On obtient 169 mg de hydrazone 7c comme des cristaux marron.
Rendement = 47%
RMN 1H (CD3OD, 300 MHz)  ppm :
3,90 (s, 6H, OCH3) ; 6,95 (s, 2H, H2,6) ; 6,96 (dt, 3J3',2' = 3J3',F = 9,0 Hz, 2H, H3',5') ; 7,07 (dd,
3J2'-3' = 9,3 Hz, 4J2'-F = 4,7 Hz, 2H, H2',6') ; 7,70 (s, 1H, HC=N).
RMN 13C (CD3OD, 75 MHz)  ppm :
55,3 (s, OCH3) ; 102,9 (s, C2,6) ; 112,7 (d, J = 7,5 Hz, C2',6') ; 114,9 (d, 2JC3’-F = 22,5 Hz, C3',5')
; 127,2 (s, C1) ; 137,5 (s, HC=N) ; 156,6 (d, 1JC4’-F = 234,7 Hz, C4') ; 142,4 (d, 4JC1’-F = 1,5 Hz,
C1') ; 148,1 (s, C3,5).
RMN 19F (CD3OD, 282 MHz)  ppm :
-128,77 (s, 1F).
HRMS (ES) m/z : pour C15H17NO5 (calculée/trouvée) : (291,1107/291,1118) (M+H+).
MS (ES, MeOH, pos.) m/z : 291,1 (M+H+) ; 313,1 (M+Na+) ; 603,3 (2M+Na+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3493 (O-H) ; 1611 (C=N) ; 1584 (C=C) ; 1505 (C=C arom.).
UV ( EtOH, 39,73 µM, 25 °C ) :
λ = 240 nm, ε = 17940  mol-1. L. cm-1
λ = 313 nm, ε = 19680  mol-1. L. cm-1
λ = 345 nm, ε = 25370  mol-1. L. cm-1
Pf = 170-174 °C.
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Composé 7d : chlohydrate de (E)-2-(4-hydroxy-3,5-diméthoxybenzylidène)
hydrazinecarboximidamide
Le syringaldéhyde (200 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (44
mL). L’hydrazine (121,38 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est
chauffé au reflux de l’éthanol tout la nuit. L’éthanol est ensuite évaporé sous vide.
On obtient 259 mg d’hydrazone 7d comme une poudre jaune clair.
Rendement = 86%
RMN 1H (CD3OD, 300 MHz)  ppm :
3,92 (s, 6H, OCH3) ; 7,14 (s, 2H, H2,6) ; 8,00 (s, 1H, H7).
RMN 13C (CD3OD, 75 MHz)  ppm :
55,5 (s, OCH3) ; 105,0 (s, C2,6) ; 124,0 (s, C1) ; 148,1 (s, C3,5) ; 148,5 (s, C4) ; 148,5 (s,
HC=N) ; 208,7 (s, N-C=N, C8).
HRMS (ES) m/z : pour C10H15N3O3 (calculée/trouvée) : (239,1144/239,1115) (M+H+).
MS (ES, MeOH, pos,) m/z : 239,2 (M+H+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3387 (O-H) ; 3320 (N-H) ; 3200 (=C-H éthyl.) ; 3094 (C-H arom.) ; 2967 (C-H, O-CH3) ;
1689 (C=N éthyl.) ; 1609 (C=C arom.) ; 1519 (C=C arom.) ; 1469 (N-H) ; 1115 (O-C arom.).
UV ( EtOH, 50 µM, 25 °C ) :
λ = 234 nm, ε = 19080 mol-1. L. cm-1
λ = 315 nm, ε = 19160 mol-1. L. cm-1
Pf = 226-228 °C.
Composé 7e : (E)-4-{[2-(benzothiazol-2-yl)hydrazono]méthyl}-2,6-diméthoxyphénol
Le syringaldéhyde (200 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (44
mL). L’hydrazine (181,41 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq,) est ajoutée. Le milieu réactionnel est
chauffé au reflux de l’éthanol pendant 7 h. L’éthanol est ensuite évaporé sous vide.
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On obtient 351 mg d’hydrazone 7e comme une poudre jaune clair.
Rendement = 97%
RMN 1H (CDCl3, 300 MHz)  ppm :
3,97 (s, 6H, OCH3) ; 6,94 (s, 2H, H2,6) ; 7,18 (t, 1H, 3JH5’-H6’ = 7,8 Hz, H5') ; 7,36 (t, 1H, 3JH4’-
H3’ = 8,1 Hz, H4') ; 7,56 (d, 1H, 3JH3’-H4’ = 8,1 Hz, H3') ; 7,68 (d, 1H, 3JH6’-H5’ = 7,8 Hz, H6') ;
7,90 (s, 1H, HC=N).
RMN 13C (CDCl3, 75 MHz)  ppm :
56,4 (s, OCH3) ; 104,7 (s, C2,6) ; 122,0 (s, C4’) ; 122,1 (s, C5') ; 125,1 (s, C1) ; 126,4 (s, C3',6') ;
129,4 (s, C7’) ; 129,4 (s, C2’) ; 138,1 (s, C4) ; 145,5 (s, HC=N) ; 148,6 (s, C3,5) ; 167,2 (s, C1’).
HRMS (ES) m/z : pour C16H16N3O3S (calculée/trouvée) : (330,0912 /330,0927) (M+H+).
MS (ES, MeOH, pos.) m/z : 330,4 (M+H+) ; 360,7 (M+MeOH).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3543 (O-H) ; 3480 (N-H) ; 3185 (=C-H éthyl.) ; 3068 (C-H arom.) ; 2846 (C-H, O-CH3) ;
1672 (C=N éthyl.) ; 1608 (C=C arom.) ; 1510 (C=C arom.) ; 1249 (O-C arom.) ; 1219 (O-C).
UV ( EtOH, 29,92 µM, 25 °C ) :
λ = 342 nm, ε = 34920 mol-1. L. cm-1
Pf = 219-221 °C.
Composé 7f : chlorhydrate de (E)-2,6-diméthoxy-4-{[2-(phthalazin-1 yl)hydrazono]méthyl}
phénol
Le syringaldéhyde (200 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol (44 mL).
l’hydralazine (215,91 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est ajouté. Le milieu réactionnel est chauffé au
reflux de l’éthanol pendant 7 h. Le produit est ensuite récupéré par filtration d’éthanol. On
obtient 297 mg d’hydrazone 7f comme une poudre jaune.
Rendement = 75%
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RMN 1H (CDCl3, 300 MHz)  ppm :
3,84 (s, 6H, OCH3) ; 7,38 (s, 2H, H2,6) ; 8,15 (td, 3JH6’-H5’ = 3JH6’-H7’ = 8,2 Hz, 4JH6’-H4’ = 1,5
Hz, 1H, H6’) ; 8,21 (t, 3JH5’-H6’ = 3JH5’-H4’ = 8,2 Hz, 1H, H5’) ; 8,25 (d, 3JH4’-H5’ = 8,0 Hz, 1H,
H4’) ; 8,98 (s, 1H, HC=N) ; 9,04 (s, 1H, H2’) ; 9,23 (d, 3JH7’-H6’ = 7,6 Hz, 1H, H7’).
RMN 13C (CDCl3, 75 MHz)  ppm :
56,8 (s, OCH3) ; 106,9 (s, C2,6) ; 123,6 (s, C1) ; 125,9 (s, C7’) ; 128,3 (s, C8’) ; 128,6 (s, C4’) ;
134,1 (s, C6’) ; 136,3 (s, C5’) ; 140,0 (s, C4) ; 145,0 (s, C2’) ; 147,9 (s, C3’) ; 148,7 (s, C3,5) ;
153,9 (s, HC=N).
HRMS (ES) m/z : pour C17H17N4O3 (calculée/trouvée) : (325,1301/325,1315) (M+H+).
MS (FAB pos.) m/z : 325 (M+H+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3415 (O-H) ; 1619 (C=N) ; 1592 (C=C arom.) ; 1464 (C=C arom.).
UV ( EtOH, 50 µM, 25 °C ) :
λ = 300 nm, ε = 13220 mol-1. L. cm-1
λ = 372 nm, ε = 22180 mol-1. L. cm-1
Pf = 154-156 °C.
Composé 7g : (E)-N'-(4-hydroxy-3,5-diméthoxybenzylidène)isonicotinohydrazide
Le syringaldéhyde (300 mg ; 1,646 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (66 mL).
l’isoniazide (225,73 mg ; 1,646 mmol ; 1 éq.) est ajouté. Le milieu réactionnel est chauffé au
reflux de l’éthanol pendant 6 h. L’éthanol est ensuite évaporé sous vide.
On obtient 480 mg d’hydrazone 7g comme une poudre jaune.
Rendement = 97%
RMN 1H (DMSO-d6 + D2O, 300 MHz)  ppm :
3,80 (s, 6H, OCH3) ; 7,06 (s, 2H, H2,6) ; 7,78 (dd, 3J3’-2’ = 6,1Hz, 2H, H2',6') ; 8,29 (s, 1H,
HC=N) ; 8,74 (dd, 4J5’-3’ = 6,1Hz, 2H, H3',5').
RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz)  ppm :
56,5 (s, OCH3) ; 105,3 (s, C2,6) ; 122,0 (s, C2',6') ; 124,6 (s, C1) ; 138,4 (s, C4) ; 141,0 (s, C1') ;
148,4 (s, C3,5) ; 150,4 (s, HC=N) ; 150,7 (s, C3',5') ; 162,2 (s, C8).
HRMS (ES) m/z : pour C15H16N3O4 (calculée/trouvée) : (302,1141/302,1148) (M+H+).
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MS (FAB pos.) m/z : 302 (M+H+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3397 (O-H) ; 3195 (=C-H éthyl.) ; 2846 (C-H, O-CH3) ; 1646 (C=N) ; 1587 (C=C arom.).
UV ( EtOH, 49,66 µM, 25 °C ) :
λ = 333 nm, ε = 20960 mol-1. L. cm-1
Pf = 195-198 °C.






M = 301,3 g.mol-1















Le syringaldéhyde (200 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (44
mL). L’hydrazide (150,57 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est
chauffé au reflux de l’éthanol tout la nuit. L’éthanol est ensuite évaporé sous vide.
On obtient 294 mg d’hydrazone 7h comme une poudre jaune clair.
Rendement = 89%
RMN 1H (CD3OD, 300 MHz)  ppm :
3,92 (s, 6H, OCH3) ; 7,20 (s, 2H, H2,6) ; 7,60 (dd, 1H, 3JH3',H2' = 7,7 Hz, 3J3',4' = 4,6 Hz, H3') ;
8,23 (s, 1H, HC=N) ; 8,36 (d, 3JH4',H3' = 7,8 Hz, 1H, H4') ; 8,74 (dd, 4JH2',H4' = 1,1 Hz, 3JH2',H3' =
4,8 Hz, 1H, H2') ; 9,09 (d, J = 1,2 Hz, 1H, H5’)
RMN 13C (CD3OD, 75 MHz)  ppm :
55,4 (s, OCH3) ; 105,0 (s, C2,6) ; 123,8 (s, C3') ; 124,6 (s, C1) ; 129,4 (s, C1') ; 136,0 (s, C2') ;
138,4 (s, C4) ; 147,9 (s, C5') ; 148,1 (s, C3,5) ; 150,4 (s, HC=N) ; 151,7 (s, C4') ; 163,1 (s, CO).
HRMS (ES) m/z : pour C15H16N3O4 (calculée/trouvée) : (302,1141/302,1143) (M+H+).
MS (ES, MeOH, pos,) m/z : 302,2 (M+H+) ; 324,1 (M+Na+) ; 625,4 (2M+Na+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3480 (O-H) ; 3185 (=C-H éthyl.) ; 2995 (C-H arom.) ; 2848 (C-H, O-CH3) ; 1645 (C=N
éthyl.) ; 1600 (C=C arom.) ; 1580 (N-H) ; 1510 (C=C arom.) ; 1252 (O-C arom.) ; 1214 (O-
C).
UV ( EtOH, 49,76 µM, 25 °C ) :
λ = 330 nm, ε = 22080 mol-1. L. cm-1
Pf = 214-216 °C.
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Composé 7i : (E)-N'-(4-hydroxy-3,5-diméthoxybenzylidène)-3-méthyl-1H-pyrazole-5-
carbohydrazide
Le syringaldéhyde (200 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (44
mL). L’hydrazide (153,80 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est
chauffé au reflux de l’éthanol pendant 24 h. Le produit est ensuite récupéré par filtration de
l’éthanol. On obtient 213 mg d’hydrazone 7i comme une poudre jaune clair.
Rendement = 64%
RMN 1H (CD3OD, 300 MHz)  ppm :
2,36 (s, 3H, CH3) ; 3,92 (s, 6H, OCH3) ; 6,62 (s, 1H, H10) ; 7,21 (s, 2H, H2,6) ; 8,20 (s, 1H,
HC=N).
RMN 13C (CD3OD, 75 MHz)  ppm :
10,8 (s, CH3) ; 56,5 (s, OCH3) ; 104,9 (s, C2,6) ; 105,3 (s, C10) ; 125,3 (s, C1) ; 138,2 (s, C4) ;
140,5 (s, C11) ; 146,5 (s, HC=N) ; 148,23 (s, C3,5) ; 148,6 (s, C9) ; 158,7 (s, C8).
HRMS (ES) m/z : pour C14H17N4O4 (calculée/trouvée) : (305,1250/305,1252) (M+H+).
MS (ES, MeOH, pos.) m/z : 305,2 (M+H+) ; 327,2 (M+Na+) ; 630,9 (2M+Na+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3433 (N-H) ; 3293 (O-H) ; 3208 (=C-H éthyl.) ; 3117 (C-H arom.) ; 2964 (C-H, O-CH3) ;
1664 (C=O éthyl.) ; 1621 (C=N éthyl.) ; 1590 (C=C arom.) ; 1516 (C=C arom.) ; 1327 (C-N) ;
1241 (O-C arom.) ; 1216 (O-C).
UV ( EtOH, 40 µM, 25 °C ) :
λ = 240 nm, ε = 18430 mol-1. L. cm-1
λ = 327 nm, ε = 27500 mol-1. L. cm-1
Pf = 223-225 °C.
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Composé 7j : (E)-benzyl 2-(4-hydroxy-3,5-diméthoxybenzylidène)hydrazinecarboxylate
Le syringaldéhyde (200 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est dissous dans l’éthanol absolu (44
mL). L’hydrazide (182,46 mg ; 1,098 mmol ; 1 éq.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est
chauffé au reflux de l’éthanol tout la nuit, des gouttes d’acide acétique sont ajoutée, la
réaction est suivi par CCM pendant quatre jours.
Purification : Le brut est purifé par chromatographie sur gel de silice, éluée avec le mélange
AcOEt/EP 1/1.
On obtient 326 mg d’hydrazone 7j comme une poudre jaune.
Rendement = 90%
RMN 1H (CD3OD, 300 MHz)  ppm :
3,77 (s, 6H, OCH3) ; 5,13 (s, 2H, H9) ; 6,95 (s, 2H, H2,6) ; 7,29 (m, 5H, Har) ; 7,74 (s, 1H,
HC=N).
RMN 13C (CD3OD, 75 MHz)  ppm :
55,4 (s, OCH3) ; 66,7 (s, C9) ; 104,3 (s, C2,6) ; 125,2 (s, C1) ; 127,2 (s, CH Car) ; 127,7 (s, CH
Car) ; 127,9 (s, CH Car) ; 136,5 (s, C4) ; 137,5 (s, C10) ; 145,8 (s, HC=N) ; 148,4 (s, C3,5) ;
155,1 (s, CO).
HRMS (ES) m/z : pour C17H19N2O5 (calculée/trouvée) : (331,1294/331,1281) (M+H+).
MS (ES, MeOH, pos.) m/z : 331,2 (M+H+) ; 353,2 (M+Na+) ; 683,5 (2M+Na+).
IR (pastille de KBr)  cm-1 :
3350 (O-H) ; 3243 (=C-H éthyl.) ; 3071 (C-H arom.) ; 2964 (C-H, O-CH3) ; 1707 (C=O) ;
1673 (C=N éthyl.) ; 1588 (C=C arom.) ; 1548 (N-H) ; 1513 (C=C arom.) ; 1245 (O-C arom.) ;
1217 (O-C).
UV ( EtOH, 45,24 µM, 25 °C ) :
λ = 233 nm, ε = 25040 mol-1. L. cm-1
λ = 308 nm, ε = 23080 mol-1. L. cm-1
Pf = 115-117 °C.
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Types cellulaires
Les cellules endothéliales de la lignée humaine HMEC-1 (Human Microvascular
Endothelials Cells-1) (CDC, Atlanta, US) sont cultivées dans le milieu MCDB-131
supplémenté en glutamine (40μg/mL), en streptomycine (10μg/mL), en pénicilline 
(100U/mL) et avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté.
Dosage des carbonyles
Les cellules sont incubées 24h avec des LDLox (200 μg/mL) en présence de 
concentrations variables en agent antioxydant (Monomères). Les cellules sont lavées 2 fois
avec du PBS contenant 1 mM de PMSF (inhibiteur de protéase), grattées avec un rubber
policeman dans ce même PBS à 4°C et centrifugées 5 minutes à 6500 tr/min. Les culots
cellulaires sont repris dans 100 μL de tampons d’extraction des protéines puis lysés dans la 
glace pendant 30 minutes. Les homogénats sont centrifugés 10 minutes à 14000 tr/min à 4 °C;
les surnageants sont récupérés puis stockés dans la glace. La concentration en protéines
totales est déterminée par la méthode de Bradford sur 3 μL d’échantillon, puis des masses 
équivalentes sont prélevées pour chaque échantillon. Les échantillons sont repris dans 250 μL 
d’eau et  250 μL de 2,4-dinitrophénylhydrazine (DNPH) 10 mM, HCl 2,5 mM. Après une 
incubation d’une demi-heure à température ambiante et dans l’obscurité, une déprotéinisation
est réalisée à l'aide d’acide trichloroacétique à 20 % pendant 30 minutes. Le précipité
récupéré après centrifugation est lavé une première fois par de l’acide trichloroacétique à
20 %, puis trois fois avec un mélange éthanol/acétate d'éthyle (1:1, volume/volume). Il est
ensuite solubilisé à 37 °C pendant 10 minutes dans du chlorhydrate de guanidine dissous dans
de l'eau (6 M), pH 2,3. L’absorbance de la solution est mesurée à 370 nm ε = 22 000 M-1cm-1.
Dosage des protéines
Les protéines sont quantifiées selon la méthode utilisant l’acide bicinchoninique
(BCA) dans une réaction d’oxydo-réduction en présence de CuSO4 295, ou en présence du
réactif coloré de Bradford. La concentration est déterminée à partir d’une gamme de protéines
à concentration connue. La quantification protéique de chaque échantillon se fait par lecture
spectrophotométrique à 562 nm pour le BCA ou à 595 nm pour le Bradford.
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Oxydation des LDLs induite par cuivre
Le lot de LDLs est à nouveaudialysé 24h dans le PBS afin d'éliminer le maximum
d'EDTA déjà utilisée dans la première dialyse. Une solution de ces LDLs (0.5 mg apoB/mL
de solution aqueuse de NaCl 150 mM, pH 7.3) est incubée 3h à 37°C en présence de CuSO4
(5 μM) et des différentes hydrazones syringiques (10 μM). L'oxydation finale est déterminée 
via le test TBARS.
Oxydation des LDLs induite par les cellules HMEC en présence de cuivre
Les cellules endothéliales de la lignée humaine HMEC-1 (Human Microvascular
Endothelials Cells-1) (CDC, Atlanta, US) sont cultivées dans le milieu MCDB-131
supplémenté en glutamine (40μg/mL), en streptomycine  (10μg/mL), en pénicilline 
(100U/mL) et avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté. Après 24h
d'incubation à 37 °C, le milieu MCDB est éliminé et remplacé par le milieu RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) sans sérum. Des LDLs (100 μg apoB/mL), du CuSO4 1 μM et les 
différentes hydrazones syringiques (10 μM) sont ajoutés. Après une autre incubation  (37°C, 
24h), l'oxydation est déterminée via le test TBARS.
Oxydation des LDLs induite par les UV
Une solution de LDLs (1 mg apoB/mL de solution aqueuse de NaCl 150 mM, pH 7.3)
et des différentes hydrazones syringiques (10 μM), est irradiée 2h dans des tubes placés à 10 
cm sous une lampe UV (HNS 30W OFR Osram UV-C tube, lambda max 254 nm, 0.5
mW/cm2). L'oxydation finale est déterminée via le test TBARS.
Préparation et Oxydation des LDL
Préparation des LDLs
Les LDL sont isolées à partir de pools de plasmas humains, provenant de sujets sains,
par ultracentrifugation différentielle sur gradient de bromure de potassium (ultracentrifugation
Beckman L5,65, rotor vertical Vti50). Les lipoprotéines du surnageant sont séparées du sérum
délipidé (LPDS). Les LDL sont dialysées contre une solution à 150 mM de NaCl contenant
0.3 mM d’EDTA. La concentration en apoprotéine des LDL (apo B) est déterminée par
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immunonéphélémétrie-laser (système Berhing). Les LDL dialysées sont stérilisées par
filtration (filtre millipore 0.22 μm) et conservées à 4°C. 
Oxydation des LDL
Pour nos expériences, les LDLs sont oxydées au minimum; c’est-à-dire qu’elles ne
subissent pas d’altération majeure de l’apo B. Les LDLs, ajustées à une concentration de 2
g/L d’apo B avec du tampon PBS, sont oxydées par irradiation sous UV-C en présence de
cuivre (5 μM) (lampe Osram, 254 nm, 0.5Mw/cm2, à 10 cm de la lampe) pendant 2 h, puis 
stérilisées par filtration.
TBARS
Après oxydation des LDLs par des cellules ou dans des systèmes acellulaires, 100 μL 
d'échantillon sont prélevés dans un tube à essai. Une solution de TBA à 0,12 M est ajoutée à
la solution contenant les LDL dans un volume final de 2 mL (pHfinal 3,0). Après 10 min
d’incubation à 95 °C, le mélange est refroidi dans la glace. Les TBARS sont extraits par
addition de 2 mL de butan-1-ol, et agitation vigoureuse. Deux phases sont obtenues après
centrifugation à 2000 rpm pendant 10 min. La phase butanolique (phase supérieure) contenant
les TBARS est lue au fluorimètre (exc. = 515 nm ; émis. = 548 nm).
Les résultats sont exprimés pourcentage de TBARS formés dans le contrôle négatif
(LDL oxydées par les cellules sans agents antioxydants, soit 100 % d’oxydation).
Test MTT
Le MTT (bromure de 3-[4 ,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium) est un sel
de tétrazolium (jaune, soluble) qui se transforme en formazan (bleu, insoluble) après
réduction par les enzymes de la chaîne respiratoire des mitochondries dans les cellules
vivantes. Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits ou 12 puits à 60% de confluence,
traitées puis incubées en présence de MTT à une concentration finale de 250 μg/mL pendant 
2h à 37 °C. Le milieu est éliminé et les cristaux sont dissous avec 1 mL de diméthyl sulfoxyde
(DMSO). La lecture se fait par spectrophotométrie à 590nm, les résultats sont exprimés en
pourcentage de viabilité par rapport au contrôle.
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Toxicité induite par le 4-HNE
Les cellules sont incubées (24h, 37°C) dans le sérum Hank's en présence de 4-HNE






Annexe 1 : Données cristallographiques de l’hydrazone 7a
Table 1. Crystal data and structure refinement.
Identification code 7a






Unit cell dimensions a = 14.0915(9) Å = 90°.
b = 7.8723(6) Å = 101.274(4)°.
c = 16.0823(10) Å  = 90°.
Volume 1749.6(2) Å3
Z 4
Density (calculated) 1.553 Mg/m3
Absorption coefficient 0.421 mm-1
F(000) 832
Crystal size 0.20 x 0.20 x 0.10 mm3
Theta range for data collection 5.11 to 28.28°.
Index ranges -18<=h<=18, -9<=k<=10, -20<=l<=21
Reflections collected 23374
Independent reflections 4314 [R(int) = 0.0518]
Completeness to theta = 28.28° 99.3 %
Absorption correction Semi-empirical from equivalents
Max. and min. transmission 0.9592 and 0.9206
Refinement method Full-matrix least-squares on F2
Data / restraints / parameters 4314 / 54 / 271
Goodness-of-fit on F2 1.025
Final R indices [I>2sigma(I)] R1 = 0.0446, wR2 = 0.0965
R indices (all data) R1 = 0.0805, wR2 = 0.1107
Largest diff. peak and hole 0.325 and -0.436 e.Å-3
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Table 2. Atomic coordinates ( x 104) and equivalent isotropic displacement parameters (Å3x 103).
U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized Uij tensor.
________________________________________________________________________________
x y z U(eq)
________________________________________________________________________________
O(1) -130(1) 9127(2) 7345(1) 41(1)
O(2) -1314(1) 9534(2) 5851(1) 41(1)
O(3) 1386(1) 7132(2) 7550(1) 39(1)
N(1) 1703(1) 5443(2) 4532(1) 37(1)
N(2) 1938(1) 4865(2) 3795(1) 41(1)
C(1) 77(1) 8358(2) 6637(1) 31(1)
C(2) -512(1) 8565(2) 5842(1) 31(1)
C(3) -247(1) 7848(2) 5131(1) 33(1)
C(4) 598(1) 6902(2) 5218(1) 33(1)
C(5) 1166(1) 6616(2) 6022(1) 33(1)
C(6) 896(1) 7343(2) 6726(1) 32(1)
C(7) -2007(1) 9678(3) 5077(1) 44(1)
C(8) 2362(2) 6554(3) 7672(1) 52(1)
C(9) 904(1) 6233(2) 4463(1) 36(1)
C(10) 2763(1) 3975(2) 3769(1) 34(1)
C(11) 2872(1) 3282(2) 2979(1) 37(1)
C(12) 3657(1) 2336(3) 2869(1) 42(1)
C(13) 4386(2) 2002(3) 3556(1) 47(1)
C(14) 4326(2) 2685(3) 4337(1) 50(1)
C(15) 3547(2) 3666(3) 4444(1) 42(1)
Cl(1) 1963(1) 3630(1) 2102(1) 57(1)
Cl(2) 3615(1) 4507(1) 5454(1) 66(1)
C(16) 5220(2) 917(4) 3449(2) 71(1)
F(1) 5345(6) 786(10) 2633(3) 100(2)
F(2) 5136(8) -654(9) 3636(6) 127(4)
F(3) 6067(3) 1415(12) 3840(7) 134(4)
F(1') 4921(7) -544(14) 3148(11) 173(6)
F(2') 5738(6) 479(14) 4228(4) 119(3)

































































































Table 4. Anisotropic displacement parameters (Å3x 103). The anisotropic
displacement factor exponent takes the form: -2π2[ h2a*2U11 + ... + 2 h k a* b* U12].
______________________________________________________________________________
U11 U22 U33 U23 U13 U12
______________________________________________________________________________
O(1) 43(1) 53(1) 25(1) -5(1) 5(1) 11(1)
O(2) 39(1) 54(1) 29(1) -2(1) 2(1) 9(1)
O(3) 39(1) 53(1) 24(1) 3(1) 3(1) 8(1)
N(1) 48(1) 39(1) 27(1) -2(1) 14(1) -4(1)
N(2) 49(1) 51(1) 24(1) -2(1) 10(1) 5(1)
C(1) 37(1) 35(1) 23(1) -1(1) 8(1) -3(1)
C(2) 32(1) 33(1) 28(1) 2(1) 4(1) -1(1)
C(3) 38(1) 37(1) 23(1) 2(1) 3(1) -7(1)
C(4) 42(1) 30(1) 28(1) -2(1) 10(1) -8(1)
C(5) 38(1) 32(1) 30(1) 1(1) 9(1) 0(1)
C(6) 35(1) 35(1) 25(1) 4(1) 4(1) -4(1)
C(7) 37(1) 58(1) 33(1) 4(1) -4(1) 0(1)
C(8) 42(1) 74(2) 39(1) 6(1) 3(1) 15(1)
C(9) 46(1) 37(1) 27(1) -3(1) 10(1) -8(1)
C(10) 40(1) 34(1) 29(1) 2(1) 9(1) -6(1)
C(11) 41(1) 38(1) 31(1) 1(1) 9(1) -4(1)
C(12) 47(1) 38(1) 47(1) -1(1) 19(1) -3(1)
C(13) 41(1) 41(1) 58(1) 2(1) 11(1) -3(1)
C(14) 41(1) 54(1) 53(1) 9(1) 1(1) -6(1)
C(15) 46(1) 44(1) 36(1) 1(1) 6(1) -10(1)
Cl(1) 63(1) 78(1) 29(1) -8(1) 4(1) 19(1)
Cl(2) 62(1) 94(1) 35(1) -13(1) -2(1) -5(1)
C(16) 58(2) 66(2) 88(2) 3(2) 13(2) 16(1)
F(1) 105(4) 118(5) 84(3) -5(2) 40(3) 59(3)
F(2) 149(8) 71(4) 184(8) 52(5) 84(6) 50(4)
F(3) 49(2) 161(8) 181(8) -73(6) -4(4) 32(3)
F(1') 87(4) 115(7) 303(15) -121(8) 0(7) 35(5)
F(2') 71(4) 162(7) 121(4) 34(4) 10(3) 62(4)




Table 5. Hydrogen coordinates ( x 104) and isotropic displacement parameters (Å3x 103).
________________________________________________________________________________
x y z U(eq)
________________________________________________________________________________
H(1) -519(17) 9800(30) 7207(14) 49
H(2) 1535(16) 5050(30) 3345(15) 49
H(3) -643 8005 4587 40
H(5) 1730 5930 6085 40
H(7A) -1712 10260 4652 66
H(7B) -2566 10330 5177 66
H(7C) -2218 8541 4871 66
H(8A) 2372 5365 7493 78
H(8B) 2663 6646 8274 78
H(8C) 2721 7252 7335 78
H(9) 505 6390 3919 43
H(12) 3697 1915 2323 51




Annexe 2 : Données cristallographiques de l’hydrazone 7c
Table 1. Crystal data and structure refinement.
Identification code 7c






Unit cell dimensions a = 12.8494(9) Å = 90°.
b = 7.7167(6) Å = 90.869(5)°.
c = 14.4113(10) Å  = 90°.
Volume 1428.79(18) Å3
Z 4
Density (calculated) 1.350 Mg/m3
Absorption coefficient 0.104 mm-1
F(000) 608
Crystal size 0.40 x 0.40 x 0.30 mm3
Theta range for data collection 5.23 to 26.37°.
Index ranges -16<=h<=16, -9<=k<=7, -18<=l<=18
Reflections collected 14027
Independent reflections 2884 [R(int) = 0.0525]
Completeness to theta = 26.37° 98.7 %
Absorption correction Semi-empirical from equivalents
Max. and min. transmission 0.9696 and 0.9597
Refinement method Full-matrix least-squares on F2
Annexes
201
Data / restraints / parameters 2884 / 0 / 198
Goodness-of-fit on F2 1.060
Final R indices [I>2sigma(I)] R1 = 0.0519, wR2 = 0.1527
R indices (all data) R1 = 0.0754, wR2 = 0.1715
Largest diff. peak and hole 0.188 and -0.234 e.Å-3
Table 2. Atomic coordinates ( x 104) and equivalent isotropic displacement parameters (Å2x 103).
U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized Uij tensor.
________________________________________________________________________________
x y z U(eq)
________________________________________________________________________________
F(1) 8725(1) -1714(2) 13927(1) 77(1)
O(1) 4569(1) 2121(2) 6602(1) 56(1)
O(2) 4498(1) 2528(2) 8431(1) 54(1)
O(3) 6074(1) 465(2) 5791(1) 52(1)
N(1) 7902(1) -299(2) 9667(1) 41(1)
N(2) 8771(1) -877(3) 10128(1) 49(1)
C(1) 5356(2) 1484(3) 7153(1) 40(1)
C(2) 6171(2) 616(2) 6735(1) 40(1)
C(3) 6998(2) -4(2) 7273(1) 40(1)
C(4) 7007(1) 245(2) 8234(1) 38(1)
C(5) 6179(1) 1091(2) 8657(1) 38(1)
C(6) 5356(1) 1687(2) 8114(1) 40(1)
C(7) 6885(2) -393(3) 5309(2) 63(1)
C(8) 4367(2) 2633(4) 9402(2) 66(1)
C(9) 7901(2) -373(3) 8783(1) 42(1)
C(10) 8730(2) -1093(2) 11086(1) 41(1)
C(11) 7929(2) -404(3) 11609(1) 45(1)
C(12) 7930(2) -613(3) 12564(2) 52(1)
C(13) 8729(2) -1497(3) 12982(2) 53(1)
C(14) 9535(2) -2173(3) 12493(2) 60(1)






























































Table 4. Anisotropic displacement parameters (Å2x 103). The anisotropic
displacement factor exponent takes the form: -2π2[ h2a*2U11 + ... + 2 h k a* b* U12 ]
______________________________________________________________________________
U11 U22 U33 U23 U13 U12
______________________________________________________________________________
F(1) 101(1) 85(1) 46(1) 5(1) -8(1) 3(1)
O(1) 56(1) 61(1) 53(1) 4(1) -10(1) 15(1)
O(2) 44(1) 64(1) 54(1) -1(1) 3(1) 18(1)
O(3) 66(1) 56(1) 36(1) 6(1) 1(1) 7(1)
N(1) 38(1) 41(1) 46(1) -2(1) -5(1) 6(1)
N(2) 41(1) 60(1) 47(1) -8(1) -5(1) 18(1)
C(1) 40(1) 35(1) 46(1) 7(1) -4(1) 0(1)
C(2) 48(1) 35(1) 37(1) 5(1) 3(1) -3(1)
C(3) 44(1) 34(1) 43(1) 2(1) 7(1) 3(1)
C(4) 38(1) 32(1) 42(1) 2(1) 1(1) 1(1)
C(5) 41(1) 36(1) 39(1) -1(1) 1(1) 2(1)
C(6) 38(1) 34(1) 48(1) 2(1) 4(1) 1(1)
C(7) 74(2) 72(2) 42(1) -2(1) 11(1) 8(1)
C(8) 55(1) 82(2) 60(1) -9(1) 10(1) 22(1)
C(9) 39(1) 40(1) 45(1) -4(1) 2(1) 8(1)
C(10) 42(1) 34(1) 46(1) -6(1) -6(1) 2(1)
C(11) 38(1) 47(1) 50(1) -6(1) -6(1) 2(1)
C(12) 47(1) 59(1) 49(1) -9(1) 1(1) -6(1)
C(13) 67(1) 47(1) 44(1) -1(1) -9(1) -6(1)
C(14) 71(2) 50(1) 58(1) -1(1) -16(1) 17(1)




Table 5. Hydrogen coordinates ( x 104) and isotropic displacement parameters (Å2x 103).
________________________________________________________________________________
x y z U(eq)
________________________________________________________________________________
H(1) 4220(20) 2670(30) 7010(18) 68
H(2) 9190(20) -1530(30) 9813(15) 59
H(3) 7557 -596 6988 48
H(5) 6180 1257 9310 46
H(7A) 7548 194 5437 94
H(7B) 6734 -364 4640 94
H(7C) 6931 -1600 5518 94
H(8A) 4396 1467 9671 98
H(8B) 3691 3160 9533 98
H(8C) 4923 3346 9676 98
H(9) 8489 -834 8476 50
H(11) 7379 214 11311 54
H(12) 7382 -148 12923 62
H(14) 10087 -2767 12802 72




Les maladies cardio-vasculaires (MCV) représentent la première cause de mortalité et 
de morbidité dans les pays industrialisés. Il a été clairement démontré que la peroxydation des 
lipoprotéines, essentiellement les lipoprotéines de faible densité (LDL), constitue une étape 
critique d’un processus très complexe aboutissant à l’athérosclérose. En effet, l’augmentation 
relative des espèces réactives de l'oxygène (ERO) due au stress oxydant, induit par le biais des 
lipoprotéines de basse densité oxydées (LDLox), un dysfonctionnement vasculaire.  
Les dérivés phénoliques sont connus pour leurs propriétés antioxydantes et plus 
particulièrement leurs propriétés piégeurs de radicaux libres. D’autre part, les hydrazones sont 
des piégeurs de carbonyles efficaces. Dans ce cadre, les travaux décrits dans ce manuscrit sont 
centrés sur la recherche de nouvelles molécules duales possédant des propriétés antioxydantes 
et cytoprotectrices vis-à-vis de l’action délétère des carbonyles issus de la peroxydation 
lipidiques des LDLs. Sur la base des résultats antérieurs du laboratoire, nous avons conçu et 
synthétisé un ensemble de dérivés phénoliques nouveaux issus d’une même brique 
moléculaire : la bisvanilline. Des bishydrazones symétriques et/ou disymétriques possédant 
dans ce cas une fonction vinyl-phosphonate et une fonction hydrazone ont été préparées et 
étudiées. Dans le même temps, les monohydrazones correspondantes issues du 
syringaldéhyde ont été synthétisées et testées. 
Dans un premier temps, les effets antioxydants et cytoprotecteurs ont été déterminés 
pour toutes les molécules synthétisées. Les composés les plus efficaces ont ensuite subi des 
tests complémentaires, pour évaluer leurs effets piégeurs de carbonyles, de radicaux NO° et 
O2-° dans des systèmes cellulaires (études in vitro). Les résultats obtenus montrent sans 
ambiguité que, pour la première fois, nous avons synthétisé des molécules possédant à la fois 
une activité antioxydante et un effet piégeur de carbonyle. Enfin, l’activité in vivo du composé 
le plus actif, a été évaluée. 
Dans un second temps, des études physicochimiques ont été menées afin de 
comprendre le mode d’action de ces composés à travers trois activités potentielles en liaison 
avec leurs propriétés antiathérogènes. Ces tests sont basés sont sur : 
-La capacité des composés synthétisés à piéger les radicaux stables DPPH● et ABTS●+. 
-Les propriétés complexantes des ces composés vis-à-vis du métal Cu. 
-L’action inhibitrice du composé le plus actif vis-à-vis de la production in vitro de 
l’anion superoxyde O2-°. 
Les mots-clés : antioxydant, athérosclérose, stress oxydant, hydrazone 
 
